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Bu tez ¢alismasinda klasik ve biyoteknolojik yontemler kullanilarak bazi
turuncgillerden sekonder metabolitlerin Uretilmesi ve sentezinde rol oynayan
genlerin tespit edilmesi amaglanmistir. Klasik yontemlerle mandarin, limon,
portakal, turung ve altintop cesitlerine ait meyve kabuklarindan esansiyel yaglar
elde edilerek kimyasal bilesimleri analiz edilmistir. D-limonenin major bilesik ve
portakallarda daha ylksek oldugu bulunmustur. Portakal ve altintop meyve
eksplantlari, kallus kdltdrlerinde kullanilmastir.  Metabolitlerin - biyoteknolojik
tretiminde farkl: bitki blyume dizenleyicileri ile desteklenmis kati ve stispansiyon
Murashige & Tucker (MT) ortam1 kullamlmistir. Metabolit Gretimini artirmak
amaci ile sakkaroz, metil jasmonat (MeJA) ve karanlik uygulamas: yapilmustir.
Kalluslardan metabolitler ekstrakte edilip toplam fenolik ve naringin miktarlar
enstrumental analizler ile yapilmistir. Sonug olarak, altintopun ve albedo
eksplantinin daha uygun oldugu gozlemlenmistir. Elisitér uygulamalarinda 40g/L
sakkaroz daha az etkili olurken 20-30¢/L sakkaroz ile 10 pM MeJA’nin metabolit
Uretimde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Sentezde rol oynayan genlerin tespiti
icin Illumina HiSeq™ 2000 ile RNA-Seq analizleri yapilmustar.

Anahtar kelimeler: Sekonder metabolit, hiicre siispansiyon kiltiirli, RNA-Seq,
Turuncgil
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In this thesis, the production of secondary metabolites in some citrus fruits
using classical and biotechnological methods and the genes playing a role in
synthesis were investigated. Essential oils were obtained from peels of the varieties
of mandarin, lemon, orange, sour orange and grapefruit and their chemical
compositions were analyzed. D-lemonene was the major compound and found to
be higher in oranges. It was found that d-limonene was the major compound and
was higher in oranges. Grapefruit and orange fruit explants have been used in
callus cultures. In the biotechnological production of the metabolites, solid and
suspension Murashige & Tucker (MT) media supplemented with different plant
growth regulators were used. To increase the production of metabolites, sucrose,
methyl jasmonate (MeJA) and darkness were applied. The metabolites were
extracted from the callus and the total phenolic and naringin amounts were
analyzed by instrumental analysis. As a result, it has been observed that grapefruit
and albedo explants are more appropriate. It has been found that sucrose 40 g/L
was less effective in elicitor applications, while 20-30 g/L sucrose and 10 puM
MeJA were more effective in metabolite production. RNA-Seq analyses were
performed with Illumina HiSeq™ 2000 for the detection of genes involved in the
synthesis.

Key words: Secondary metabolite, cell suspension culture, RNA-Seq, citrus
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GENISLETILMIS OZET

Bitkiler genel olarak primer ve sekonder metabolitler olarak siniflandirilan
bircok organik bilesigi sentezlemektedir. Solunum, fotosentez, blyime ve gelisme
ile ilgili temel gorevleri olan bilesikler primer metabolitler (fitosteroller, agil
lipidler, niikleotidler, amino asitler gibi) olarak bilinmektedir. Bitkilerin yasamsal
islevleri ile dogrudan iliskili olmayan sekonder metabolitler, bitki savunmasinda ve
cevresel uyumda oldukga 6nemli gorevler tistlenmektedir. Ozellikle bu metabolitler
bitkilerde; tuzluluk, UV 1sinlar1, kuraklik gibi etmenlere karsi koymada, tozlasma
ve tohum dagilimini saglamak icin tasiyicilari cezbetmede, ek olarak zararlilara
kars1 bitkinin savunmasinda oldukga 6nemli role sahiptir. Ayrica bitkiler tarafindan
Uretilen bu kimyasal maddeler insanlar icin gida katki maddeleri, aromalar,
renklendiriciler, insektisitler, ilaclar, kokular ve diger kimyasal maddeler olarak
yaygin bir bicimde kullaniimakta olan biyolojik aktif maddeler saglamaktadirlar.
Bitki sekonder metabolitleri, cesitli kimyasal yapilara ve biyolojik aktif maddelere
sahip alkoloidler, flavonoidler, terpenoidler ve fenolik bilesikler gibi 6nemli
gruplart icermektedirler. Bunlar icerisinde fenolik bilesikler sekonder
metabolitlerin en biyik grubunu olusturmaktadir.

Dinyada ve ulkemizde biylk bir 6neme sahip turuncgiller, sekonder
metabolitler bakimindan olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Turuncgiller, Kuzey
Yarikiire’de, Kuzey ve Orta Amerika ile Akdeniz ulkelerinde, Gliney Yarikiire’de
ise Guney Amerika, Guney Afrika ve Okyanusya’da ekonomik olarak
Uretilmektedir. Akdeniz Ulkeleri arasinda onemli bir Uretici konumunda olan
Ulkemiz 2016 yilinda 4.293.007 ton turuncgil Gretimine sahiptir. Cogunlukla yas
meyve olarak tiiketilen turuncgiller icerdikleri metabolitler (naringenin, d-limonen,
naringin, limonin, hesperidin gibi) agisindan da tiim dinyada tercih edilmektedir.
insan saghg agisindan oldukga faydali olan bu metabolitler cogu endistri alaninda
da degerlendirilmektedir. Ozellikle turuncgil kabuk ve posalarinin sahip oldugu

metabolitlerin, deterjan, dis macunu, sabun gibi kimya endustrisinin yaninda ilag
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endustrisinde ve kozmetik sanayide kullanimi giin gegtikge artmaktadir. Turuncgil
sekonder metabolitlerinin elde edilmesi icin siklikla yetistirilen bitkisel materyaller
ve buna uygun ekstraksiyon metotlari kullanilmaktadir. Sekonder metabolitlerin
sahip oldugu bircok 6zellik, bitkilerin yetistirildikleri ekolojik alanlardan olumlu ya
da olumsuz olarak etkilenmektedir. Bu nedenle gliniimiizde daha kontroll{ bitkisel
Urin ve sekonder metabolit Gretimleri igin bitki biyoteknolojisi alanindaki
gelismelerden faydalanilmakta ve in vitro doku kaltirld c¢ahismalart tercih
edilmektedir. Kallus kilturd, bitkisel materyallerden elde edilen ve bolinme
yetenegini kaybetmemis doku pargaciklarimin uygun karbon kaynagi ve bitki
blylime diuzenleyicileri bulunan ortamlarda biyitilmesi olarak tanimlanmaktadr.
Kallus kiltiiriine ek olarak sispansiyon kultlrlerinin de sekonder metabolit
Uretiminde oldukga 6nemli bir yeri vardir.

Biyoteknolojik calismalardaki gelismeler bitki ve meyve kalitesini etkileyen
genlerin molekiiler mekanizmasinin anlasiimas: i¢in de énemli faydalar saglamis
ve bu tir ¢ahsmalar arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Son yillarda avantajlar
nedeni ile yeni nesil dizileme teknolojilerinden RNA-Seq analizleri tercih
edilmektedir.

Tez galismas1 kapsaminda, farkl: turuncgil tlr ve gesitlerine ait kabuklardan
biyoteknolojik ve klasik yontemler kullanilarak bazi sekonder metabolitlerin elde
edilmesi amaclanmistir. Klasik yontemler yardimi ile meyve kabuklarindan
esansiyel yaglar elde edilip kimyasal bilesenleri arastirilmistir. Biyoteknolojik
yontemlerden kallus ve hiicre suspansiyon kltirh ile secili meyveler kullanilarak
sekonder metabolitlerin Uretilmesi hedeflenmistir. Ayrica elisitér uygulamasinin
sekonder metabolitler Uzerindeki etkisi degerlendirilmis, sekonder metabolitlerin
tiretim mekanizmasinda rol oynayan genlerin RNA-Seq analizleri ile belirlenmesi
amaclanmigtir.

Caligmalar kapsaminda, Satsuma mandarin (Citrus unshiu Marc.),
Klemantin mandarin (Citrus clementina), Meyer limon (Citrus meyeri), Interdonat

limon (Citrus x limon L. Burm.f.), Moro Kan portakal (Citrus sinensis (L.)
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Osbeck) ve Turung (Citrus aurantium) sekonder metabolitlerin klasik yontemlerle
elde edilmesi icin kullanidmistir. Washington navel portakal (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) ve Star Ruby altintop (Citrus paradisi Macfadyen) cesitleri ise hem Klasik
hem de biyoteknolojik ydntemlerle sekonder metabolitlerin elde edilmesinde
kullanilmastr.

Klasik yontemlerle sekonder metabolit eldesi icin ilk olarak turuncgil
kabuklarindan esansiyel yaglar su buhari distilasyonu ile elde edilmistir. Esansiyel
yag miktarinin optimum seviyede olmas: igin kabuklara t¢ farkli 6n islem
uygulanmustir. Blender ile 6glitme isleminin esansiyel yag eldesinde oldukca etkili
oldugu ve kan portakalinin en yuksek esansiyel yag yuzdesine (% 4.60 mL/g) sahip
oldugu tespit edilmistir. Gaz kromatografisi-kutle spektrofotometresi (GC-MS)
kullanilarak esansiyel yaglarin kimyasal bilesikleri belirlenmistir. Analizler
sonucunda d-limonenin major bilesik oldugu ve Ozellikle portakal gesitlerinde
oldukca yiiksek konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir.

Biyoteknolojik yontemlerle sekonder metabolitlerin elde edilmesi amaci ile
kallus kultart calismalar: ydratilmustar. “Washington Navel’ portakal ve ‘Star
Ruby’ altintop cesitlerinin meyvelerine ait farkl: dokular (Kabuk, albedo ve meyve
kesiti) eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kinetin ve 2,4D’nin farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlari iceren 12 MT ortam: ¢ahismalarda
kullanilmustir. En iyi gelisim gosteren 4 kombinasyon sekonder metabolit Uretim
denemelerinde degerlendirilmistir. Farkli kulttr kosullarinda (aydinlik, karanlik)
gelisen Kalluslar etil alkol ile ekstrakte edilmistir. Folin Ciocalteu kolorimetik
analiz metodu kullanarak toplam fenolik bilesik ve yine spektrofotometrik bir
metod olan Davis testi kullanilarak naringin miktar: belirlenmistir. Naringin
miktarinin  belirlenmesi icin Davis testine ek olarak HPLC analizleri de
kullamilmustir. iki metoda ait sonuclarin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Her
iki meyveye ait albedo dokusundan gelisen kalluslarda toplam fenolik bilesik ve
naringin miktarinin yiksek oldugu tespit edilmistir. Meyve kesiti dokusundan

gelisen kalluslarda ise daha diisik miktarda oldugu belirlenmistir. Ayrica aydinlik
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kultir kosullarinin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: tGzerinde pozitif etki
gosterdigi belirlenmistir. Kaltlr strelerinin ise bitki biyume dizenleyicileri ve
kultir kosullarina gore farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. Fenolik bilesik ve
naringin Uretiminin iyilestirilmesi amaci ile farkl: elisitér (Sakkaroz ve MelA)
denemeleri yapilmistir. Elisitdér uygulamalar: siispansiyon hiicre kiiltirt denemeleri
icin de kullanilmistir. Artan MeJA konsantrasyonunun (7,5-10 uM) toplam fenolik
bilesik ve naringin miktar: zerinde pozitif etki yaptig: tespit edilmistir.

Sekonder metabolit Uretiminde aktif olan genlerin arastirilmas: amaci ile
yapilan RNA-Seq analizlerinde Illumina HiSeq™ 2000 platformu kullaniimustir.
Toplam 47.51-49.78 Mb arasinda ham okuma elde edilmistir. Toplam temiz
okumalarin ise 44.89-46.02 Mb arasinda oldugu belirlenmis ve temiz okuma
oraminin da %92.45-95.61 arasinda oldugu tespit edilmistir. Toplam temiz baz
miktarinin ise 4.49-4.60 Gb araliginda oldugu bulunmustur. Elde edilen sekanslar
referans genom olan C. clementina ile karsilastirilmistir. Ornekler arasinda farkl
seviyelerde ifade olan genlerin GO ve KEGG analizleri gerceklestirilmistir.
Portakal albedo ve altintop albedo 6rnekleri arasinda toplam 18319 genin ortak
ifade oldugu ve elde edilen sonuclara gére meyveler arasindaki analizlerden ziyade
kallus ile yapilan calismalarda daha fazla gen tespit edilmistir. Kallus ile
meyvelerin albedo dokular1 birlikte degerlendirilmis ve 2984-3114 up-regiile,
4086-4399 down-regule gen gozlemlenmistir.

KEGG veri bankasi kullanilarak gergeklestirilen analizlere gore sekonder
metabolit biyosentezi ile metabolik yolaklarin tim 6rnekler arasinda var oldugu
tespit edilmistir. Onemli sekonder metabolitler arasinda flavonoidlerin biyosentezi

ile iligkili yolaklarin varligi tim 6rnek kombinasyonlar: arasinda belirlenmistir.
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1. GIRIS Taner BOZKURT

1. GIRIS

Turuncgiller tGlkemizde ve diinyada en fazla Uretimi yapilan meyvelerin
basinda gelmektedir. Asil anavatani Gilineydogu Asya olan turuncggiller, Arap
Yarimadasi’nin dogusundan, Filipinler’in dogusuna kadar ve Himalayalar ile
Hindistan’dan Avustralya’ya kadar olan bdlgeyi kapsayan genis bir cografyaya
yayilmiglardir (Kafa ve Canihos, 2010).

Dinya turunggil kusagi, 35° Kuzey ve Glney enlemleri arasinda
bulunmaktadir. Kuzey Yarimkire’de, Kuzey ve Orta Amerika ile Akdeniz
tlkelerinde, Giliney Yarimkire’de ise Glney Amerika, Guney Afrika ve
Okyanusya’da ekonomik olarak dretilmektedir. Turuncgil Uretimi yapan ulkeler
arasinda en bilyiik uretici Brezilya iken onu siras1 ile ABD, Cin, Meksika, ispanya
ve Hindistan izlemektedir (Karahocagil, 2003). Akdeniz (lkeleri arasinda énemli
bir Uretici konumunda olan Turkiye 2016 yilinda 4.293.007 ton turunggil Uretimine
sahiptir. Dinya turunggil dretiminde oldugu gibi Turkiye’de de turuncgil

Uretiminin surekli arttigi gortlmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Turuncgil uretim miktarinin yillara gore dagilimi (FAO, 2017)

Yillar Turkiye (ton) Dunya (ton)
2010 3.572.376 129.263.266
2011 3.613.766 134.020.206
2012 3.475.028 134.241.631
2013 3.681.158 141.682.421
2014 3.783.517 140.444.729
2015 3.975.873 144.876.944
2016 4.293.007 146.429.018
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Cizelge 1.2. Turkiye turuncgil tirlerinin yillara gore tretim miktar: (FAO, 2017)
Uretim Miktari (ton)

Yillar

Altintop Limon Portakal Mandarin Diger
2010 213.768 787.063 1.710.500 858.699 2.346
2011 218.988 790.211 1.730.146 872.251 2.170
2012 226.738 710.211 1.661.111 874.832 2.136
2013 228.799 726.283 1.781.258 942.226 2.592

2014 229.555 725.230 1.779.675 1.046.899 | 2.158

2015 250.025 750.550 1.816.798 1.156.365 | 2.135

2016 253.120 850.600 1.850.000 1.337.037 | 2.250

Tirkiye’de dretilen turuncgil tirleri arasinda portakal en ylksek Uretime
sahipken onu mandarin ve limon izlemektedir (Cizelge 1.2). TUIK verilerine gore
ise portakal Gretiminin 2016 yilinda 1.850.000 ton oldugu ve toplam turuncgil
dretiminin  4.293.007 tona ulastigi bildirilmektedir (TUIK, 2017). Turunggil
uretiminin 6énemli kism: yurt icinde kullanilirken bir kismi da ihrag edilmektedir.
TUIK 2015-2016 yih verilerine gore 2.489.368 ton driin yurt iginde kullamlirken
1.741.021 ton {iriin ihrag edilmistir (TUIK, 2017).

Hem dinyada hem de tlkemizde dnemli bir yere sahip olan turuncgiller
cogunlukla yas meyve olarak tuketilmekte ve insan saghgi icin ayrica tercih
edilmektedir. Ek olarak turuncgiller, icerdikleri bitki metabolitleri (D-limonen,
naringin, limonin, aropten, hesperidin gibi) ile de oldukg¢a 6nemli bir degere
sahiptir. Diger yandan bitin meyve, meyve kabugu, meyve suyu veya islenmis
Urunlerden geriye kalan posalar tekrar degerlendirilerek genellikle katma degeri
dustk drunler elde edilmektedir.

Turuncgiller sahip olduklar1 metabolitler sebebi ile deterjan, dis macunu,
sabun gibi kimya endustrisinin yaninda ila¢ endstrisinde ve kozmetik sanayide de

onemli kullanim alanlarina sahiptir (Raeissi ve Peters, 2005). Turunggillerde
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oldugu gibi cogu bitki trQ, icerdigi metabolitler sayesinde de ayrica deger
kazanmakta ve bircok sanayi kolunda kullanilmaktadir. Bu nedenle bitkilere ait
metabolitlerin ayrica incelenmesi ve arastirilmas: giun gectikce arastirmacilarin

daha ¢ok ilgisini cekmektedir.

1.1. Bitki Metabolitleri

Bitki metabolitleri genellikle primer ve sekonder metabolitler (nikleik
asitler bu simiflama disindadir) olmak (Gzere ikiye ayrilmaktadir. Primer
metabolitler (yaglar, karbonhidratlar, proteinler gibi) dogada yaygin olup, yiksek
bitkilerin tohum ve vejetatif dokularinda olduk¢a fazladir. Bunlar, hicre
metabolizmasindaki temel gorevleri nedeniyle bitkinin fizyolojik gelisimi igin
gereklidirler.

Onceleri hicbir islevi olmayan, tesadiifi veya fazlalik olarak bilinen
sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan (retilen ve bitkinin temel yasamsal
islevleri ile dogrudan iliskisi olmayan, buna karsilik en az primer metabolitler
kadar Onemli kimyasal maddelerdir. Birgok gorevi olan bu metabolitlerin

bitkilerdeki islevleri su sekilde 6zetlenebilir:

Tuzluluk, kuraklik, ultraviyole (UV) isinlart gibi farkli gevre faktorlerinin
neden oldugu stres ortamina kars1 koyma,

Mikroorganizmalara (bakteriler, mantarlar, virusler vb.) karsi savunma,
Herbivorlara (strlingeler, bocekler vb.) karsi savunma,

Bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (6rnegin; tohum
dagilimini saglamak icgin hayvanlari ve diger tasiyicilari cezbetme gibi)
(Mammadov, 2014; S6kmen ve Giirel, 2001).

Bitki sekonder metabolitleri  genellikle sentez  yollarina  gbre

siniflandiriimaktadir (Harborne, 1999; Bourgaud ve ark., 2001). Temel olarak bu

3
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metabolitler 3 ana gruba ayrilmakta ve su sekilde siniflandirilabilmektedir; azot
iceren bilesikler (alkoloidler ve glukozinolatlar gibi), fenolikler (fenolik asitler,
kumarinler, stilbenler, flavonoidler, taninler, ligninler gibi) ve terpenler (bitki
ucucu bilesikleri, kardiyak glikozitler, karotenoidler ve steroller gibi) (Agostini-
Costa ve ark., 2012).

1.1.1.  Azot iceren Bilesikler (Alkoloidler)

Bircok metabolit yapisinda bir veya daha fazla azot atomu igermektedir.
Bu azotlu bilesikler arasinda alkaloidler, siyanojenik glukozitler, glukozinolatlar en
onemlileri arasindadir. Alkaloidler gucli farmakolojik etki gosteren heterosiklik
bilesiklerdir. Glukozinolatlar bir stlfur atomu igeren bilesiklerdir. Oldukga énemli
olan siyanojenik glukozitler, insan ve hayvanlar icin gida olarak tiiketilen birgcok
bitkide bulunmaktadir. Bu bitki dokular: tahrip edildiginde hidrojen siyanir agiga
cikar ve siyanir zehirlenmesine neden olur. Alkaloidler ise ylzyillardir insanlar
tarafindan bilinmekte ve kullanilmaktadir. Kodein ve morfin iceren Papaver
somniferum (hashas) lateksinin Ortadogu’da M.O. 1200-1400 yillarinda dahi
kullanildig: bilinmektedir (Kriaa, 2013; Alvarez, 2014).

1.1.2. Fenolikler

Fenolikler, yapisinda aromatik halkanin karbon atomlar: ile birlesmis bir
veya daha fazla hidroksil grubunu bulunduran, aromatik bilesenlerdir (Alvarez
2014; Mammadov, 2014). Aromatik halkaya bagl hidroksil grubu sayisi bir ise
fenol, daha fazla ise polifenol olarak adlandiriimaktadir (Mammadov, 2014).
Sekonder metabolitlerin blyiik bir kismini olusturan fenolik bilesikler, stilbenler ve

flavonoidler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Alvarez, 2014).

1.1.2.1. Stilbenler
Bitki savunmasinda gorev alan stilbenler, fenoliklerin kiicik bir grubunu

olusturmaktadir. Resveratrol en yaygin olanidir. Trans ve cis izomerlerine sahip,
4



1. GIRIS Taner BOZKURT

strese (yaralanma gibi) yanit olarak tiretilmektedir. iki izomerden en fazla bulunan
Trans-resveratrol olup insanlarda kroner hastaliklara karsi antioksidan aktiviteye
sahiptir (Bradamante ve ark., 2004). Ayrica kanserin belirli tirlerine (Aggarwal ve
ark., 2004; Kundu ve Surh, 2008), diabete (Sharma ve ark., 2007) ve néro-
dejeneratif hastaliklara (Anekonda, 2006; Pearson ve ark., 2008) kars: koruyucu
oldugu bildirilmistir (Alvarez, 2014).

1.1.2.2. Flavanoidler

Flavonoidler, temel yapisi C6-C3-C6 iskeletine sahip olun polifenolik
bilesiklerin bir alt grubunu olusturmaktadir. Sar1 renkli olmalar: sebebi ile Latince
sart anlamimna gelen ‘flavus’ sozcugiinden tiretilip ‘flavonoid® adi verilmistir.
Flavonoidler, Rutaceae, Fabaceae, Polygonaceae, Umbelliferae, Compositae gibi
familyalarda yaygin olarak bulunan genellikle sari, kirmizi veya mavi renkli
pigmentler olarak bilinirler. Farkli yapida 6000°den fazla flavonoid tespit edilmis
ve bu sayinin giin gegtikge artmakta oldugu bildirilmistir (Ferrer ve ark., 2008;
Ferreyra ve ark., 2012).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan bu metabolitler yedi ana grupta
siniflandiriimaktadir: antosiyaninler, flavonoller, flavanonlar, proantosiyaninler,
flavanoller, flavonlar ve izoflavonlar’dir (Murphy ve ark., 2003; Lakhanpal ve Rai,
2007) (Sekil 1.1.).
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FLAVONOIDLER

Flavonol Flavon

Flavanon
oM

izoflavon Flavanol

Proantosiyanidin

Sekil 1.1. Flavonoidlerin kimysal yapisi
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Bircok biyolojik fonksiyona sahip olan flavonoidler; fitopatojen ve UV
1istmmindan bitkiyi korumada, oksin tasiniminda, polinatoér boceklerin ¢ekiminde,
meyve ve ¢icek renginin olusmasinda aktif gorevlere sahiptir (Mol ve ark., 1998;
Winkel-Shirley, 2002; Bradshaw ve Schemske, 2003). Ayrica yaslanma sirasinda
besin aliminin artirilmasindan ve fotooksidatif zararlardan yaprak htcrelerinin
korunmas: saglayacak sonbahar renklerinin olusmasindan sorumludur (Feild ve
ark., 2001). Insan saghg Uzerinde de o©nemli gorevleri olan flavonoidler;
antioksidan, antiviral, antialerjik, timor olusumunu, seker hastaligim ve iltihab:
Onleyici, antimikrobiyal ve enzim inhibe edici olarak tip alaninda kullaniimaktadir.

Flavonoidlerin baglica cesidini olusturan flavanonlar, genellikle aglikon
veya glikozid formda meyve ve bitkilerde bulunmaktadirlar. Bir¢ok bitkide belli
seviyelerde bulunsalar da en ¢ok turuncgillerde bulunmaktadirlar. Portakal, temel
glikozidler olarak narirutin ve hesperidin igermektedir. Flavanonlarin en yaygin
uyelerinden olan naringin ile onun aglikonu naringenin ise turunggil perikarpinda
dogal olarak bulunmakta ve ¢zellikle altintopta (C. paradisii) meyveyle iligkili
olarak karakteristik aromasint vermektedir (Sekil 1.2, Sekil 1.3). Naringin,
turuncgillerde aci tadin olusmasint saglayan 6nemli bilesiklerdendir. Turuncgillerin
islenmesi sonucu elde edilen Grlnlerde naringin ¢cok az konsantrasyonda olsa bile
hissedilebilmektedir. Portakallarda bulunan, tatsiz olan hesperidin ve turunclardaki
act tada neden olan neohesperidin ile yakindan iligkilidir. Molekil formuld
Cy7H3,014, molekil agirligi ise 580.54 g/mol'dir. Erime noktasi 83°C olup
yogunlugu 1.66 glem®tir (Sekil 1.2). Suda (0,1 g/L) ve etanolde kolayca
cozunebilmektedir (EFSA, 2011).
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Sekil 1.2. Naringin’in kimyasal yapisi (EFSA, 2011)

OH
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Sekil 1.3. Naringenin’in kimyasal yapis1 (Wang ve ark., 2015)

1.1.3. Terpenler

Terpenler (terpenoidler veya izoprenoitler), izopren molekdllerinin ‘kafa-
kuyruk® seklinde birlesmesi ile meydana gelmektedir. Bitkilerde sekonder
metabolit olarak, 30.000 kadar bileseni ile en biylk grubu olusturmaktadirlar.
Besli karbon birimlerine gore siniflandirilirlar; hemiterpenler (C1), monoterpenler
(C10), seskiterpenler (C15), diterpenler (C20), triterpenler (C30), tetraterpenler
(C40) ve politerpenler (80 karbondan fazla). Terpenlerin ¢ogu halka yapisina
sahiptir. Aroma ve parfumeri endustrilerinde kullanilan bitki esansiyel yaglar

monoterpenlerin major bilesenleridir (Alvarez, 2014).
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1.1.3.1. Esansiyel Yaglan

Iyi bir C vitamini kaynag: olan turunggiller, icerdikleri esansiyel yaglar
bakimindan da bir o kadar deger tasimaktadir. Esansiyel yaglar sivi formda olup,
ucucu ve gucli kokuya sahip maddelerdir. Organik cozuculerde kolaylikla
cozunmelerine karsin suda ¢Oziinmezler. Bu esansiyel yaglar bitkinin yaprak,
meyve, kabuk, meyve sapi gibi organlarinda ya da bitkinin tim organlarinda
bulunabilmektedirler. Turuncgil yaglar, gida, kozmetik, ilag ve kimya
endustrisinde énemli kullanim alanlarina sahip olup (Raeissi ve Peters, 2005) etkin
bir sekilde antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu etki esansiyel yaglarin sahip
oldugu halkal: terpenlerin varligi ve fenolik hidroksilik grubun bazi enzimlerle
etkilesimi ile meydana gelmektedir. Ayrica aktif terpenler, aldehitler, esterler ve
alkoller esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkisine katki saglamaktadir (Juven ve
ark., 1994).

Turuncgil esansiyel yaglari, meyve kabugunda bulunan renkli kistm veya
flavedo tabakasindaki kiicuk keseciklerden elde edilmektedir. Turuncgil yaglari,
terpenler, oksijenlenmis ve ucucu olmayan bilesikleri iceren 100°den fazla bilesigin
karistmindan olusmaktadir (Sousa ve ark., 2004).

Turuncgil esansiyel yaglari olarak bilinen maddelerin blylk bir kismin
yaklasik olarak %90’dan fazlasin1 D-limonen olusturmaktadir. D-limonen, dogada
bulunan en yaygin terpenlerden biridir. D-limonenin meyve suyu, dondurma,
puding ve iceceklerde aroma maddesi olarak kullaniminin givenli oldugu
bildirilmistir (Sun, 2007). Molekil formilli CyoH6, kaynama noktas: 176°C ve
molekil agirligi 136.23 g/mol’dir (Sekil 1.4).



1. GIRIS Taner BOZKURT

CH:
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CHs; CH;

Sekil 1.4. D-limonen’in kimyasal yapisi

Biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerin ayrilmasi, tanimlanmas: ve
karakterize edilmesi uygun bir ekstraksiyon metodu ile gerceklesmektedir. Bitkisel
materyal ve ekstrakte edilecek sekonder metabolitlere gore ekstraksiyon metotlar:
da degismektedir. Konvansiyonel ve konvansiyonel olmayan ekstraksiyon
yontemleri olmak (zere iki ana baslik altinda incelemek mimkindir (Azmir ve
ark., 2013).

1.2. Sekonder Metabolit Ekstraksiyon Ydntemleri
1.2.1. Konvansiyonel Ekstraksiyon Teknikleri

Bitkisel materyallerden sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu igin bir¢ok
teknik kullanilmaktadir. Bunlar genel olarak uygulanan sicaklik ve coziculere
dayali tekniklerdir. Siklikla kullanilan konvansiyonel ekstraksiyon metotlari: 1.
Sokslet ekstraksiyonu, 2. Hidrodistilasyon ve 3. Meserasyondur (Azmir ve ark.,
2013).

Soxhlet ekstraksiyonu, 1879 yilinda Alman kimyager Franz Ritter Von

Soxhlet tarafindan gelistirilmistir. Onceleri kat1 bitkisel materyallerden yag elde
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etmek igin gelistirilmis olsa da guinimuzde yogun kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Genellikle yeni ekstraksiyon metotlarinin karsilastiriimas: i¢in model bir metot
olarak kullanilmaktadir (Soxhlet, 1879).

Maserasyon, ev yapimi toniklerin hazirlanmasinda uzun zamandir
kullaniimaktadir. Esansiyel yag veya diger metabolitlerin elde edilmesinde hem
ucuz hem de popdler bir yontemdir. Yontemin ana basamaklar: dégutulmus kati
numunelerin  uygun coziculer ile kanstirithp bir sire sonra suzilmesine
dayanmaktadir.

Hidrodistilasyon, 6zellikle esansiyel yaglarin elde edilmesi icin kullanilan
geleneksel bir yontemdir. Organik c¢oOziiciler kullanilmadan gerceklestirilen
yoéntem, su distilasyonu, buhar distilasyonu, su ve buhar distilasyonu, vakum
distilasyonu olmak uzere farkli sekillerde uygulanmaktadir (Vankar, 2004).
Bunlardan su distilasyonu (Hidrodistilasyon), ekonomik olarak glvenli ve
uygulanabilir oldugundan beri esansiyel yag eldesinde kullanilan en yaygin ve en
eski yontem olmustur. Ydntem, Clevenger tipi aparatlar ile gerceklestirilmekte ve
yag yulzdesinin belirlenmesinde kullaniimaktadir (Sekil 1.5). Hidrodistilasyon
yoéntemi, hidrodiksiyon, hidroliz ve 1s1 ile ayrisma olmak (zere ¢ temel

fizokokimyasal stireci icermektedir.

11
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|

( L— Clevenger
{
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“Cam balou

‘Bitkisel materyal

Sekil 1.5. Hidrodistilasyon ¢alismalarinda kullanilan clevenger aparati (Bicchi ve
Maffei, 2012)

1.2.2. Konvansiyonel Olmayan Ekstraksiyon Teknikleri

Uzun ekstraksiyon sureleri, pahali ve yiksek saflikta solvent gereksinimi,
onemli 6Olglide solventin buharlastiriimasi, gogu bilesigin sicaklik altinda bozulmasi
konvansiyonel yontemlerin énemli kisitlamalar: arasindadir (Luque de Castro ve
Garcia-Ayuso, 1998). Konvansiyonel olmayan ekstraksiyon teknikleri tim bu
olumsuzluklarin asilmas: igin umut vadetmektedir. Bu tekniklerden bazilar,
ultrason destekli ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyon, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ve basingh sivi ekstraksiyonudur.
Ultrason destekli ekstraksiyonda insan isitmesinin otesinde bir ses dalgasi
kullanilmaktadir. Ultrasonla yapilan ekstraksiyon yontemi iki fiziksel olay1
icermektedir; 1. Hicre duvari boyunca diflizyon ve 2. Hicre duvart kirildiktan

12
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sonra hucre igeriginin sudan gegirilmesidir. Enzim destekli ekstraksiyon eser
miktardaki bilesiklerin izole edilmesi ve verimin artirilmast i¢in kullanilan etkin bir
secenek olarak kabul edilmektedir (Rosenthal ve ark. 1996). Ekstraksiyonlar
sirasinda selillaz, a-amilaz, pektinaz gibi spesifik enzimlerin eklenmesi, hiicre
duvarinin kirilmas: ve lipit ile polisakkarilerin hidrolizini saglayarak ekstraksiyon
glcund artirmaktadir (Singh ve ark., 1999; Rosenthal ve ark., 1996). Enzim
destekli ekstraksiyon yonteminde iki yaklasim vardir: 1. Enzim destekli sulu
ekstraksiyon [enzyme-assisted aqueous extraction (EAAE)] ve 2. Enzim destekli
soguk presleme [enzyme-assisted cold pressing (EACP)] yontemleridir (Latif ve
Anwar, 2009). EAAE yontemi genellikle tohumlardan yag izolasyonu igin
gelistirilmistir (Rosenthal ve ark., 1996, 2001; Hanmoungjai ve ark., 2001; Sharma
ve ark., 2002). EACP yonteminde ise enzimler tohum hiicre duvarini hidroliz
etmek igin kullanilmaktadir (Concha ve ark., 2004). Mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi, 300 MHz ile 300 GHz frekans: araliginda elektromanyetik
alanlarda mikrodalga enerjisi kullanilarak uygulanmaktadir (Paré ve ark., 1994).
Superkritik akigskan ekstraksiyonu 1870 yilinda Hannay and Hogarth
tarafindan  kesfedilmistir. Yontem, bircok alanda (gevre, gida, polimer
uygulamalar1 gibi) basarili bir sekilde uygulanmis ve hala tercih edilmektedir.
Ozellikle ilk olarak kahvenin dekafeinizasyonunda kullamldig: bildirilmistir
(Zosel, 1964; Hannay ve Hogarth, 1879; Zougagh ve ark., 2004). Superkritik
durum ayirt edici bir hal olup, bir madde kritik noktasinin 6tesinde basing ve
sicaklik altinda tutulursa erisilebilir. Bir madde sahip oldugu kritik basing ve sicak
degerinin  (zerine getirilirse bu madde superkritik akiskan olarak
adlandirilmaktadir. Bu duruma sahip bir madde ne sivi ne de gaz formdadir.
Slperkritik akiskanlar, gaz benzeri difiizyon, viskozite, yiizey gerilimi 6zellikleri
ile sivi benzeri yogunluk ve ¢oziinme gicine sahiptir. Bu 6zellikleri sebebi ile
daha kisa stirede daha verimli ekstraksiyon saglamaktadir (Sihvonen ve ark., 1999).
Ekstraksiyon metotlari, sekonder metabolit elde edilmesinde 6nemli bir

yere sahiptir. Ancak sekonder metabolitlerin istenilen 6zellikte veya saflikta
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Uretilebilmesi icin bitkisel materyalin kalite ve miktar1 daha da 06nem
kazanmaktadir. Bitki sekonder metabolitlerin elde edilmesi igin kullanilan
materyaller, ¢ogunlukla dogal yetisme alanlarindan toplanan bitkilerden elde
edilmektedir. Bitkiler yetistirildikleri ekolojik alanlardan olumlu yada olumsuz
olarak etkilendigi i¢in kontrolli bir Gretim saglanamamaktadir. Bu nedenle
glinimizde daha kontrolll bitkisel Uriin ve sekonder metabolit Gretimleri icin bitki

biyoteknolojisi alanindaki gelismelerden faydalanilmaktadur.

1.3. Sekonder Metabolitlerin Biyoteknolojik Uretim Yontemi
1.3.1. Bitki Doku Kultara

Doku kudlturd, surgun, yaprak, kok, govde ve diger bitki kisimlarindan
alinan bitki parcaciklarinin (eksplant), aseptik ve kontrollii ortam sartlarinda, bitki
blyume duzenleyicileri kullanilarak, yeni bitki kisimlarinin veya yeni bitkisel
urunlerin gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001; Dagla,
2012). Bitki doku kiltarlerinin, kontrolli sartlar altinda yapilmasi, iklimsel
degisikliklerden ve toprak sartlarindan bagimsiz olmasi ve aseptik sartlarda
yapilmasi, bu teknigin kullanimini daha da etkili hale getirmistir.

Bitkisel gen kaynaklarinin muhafazasi, yeni cesitlerin gelistirilmesi,
bitkilerin klonal ¢ogaltilmasinda, hastaliklardan ari bitki Gretimi, sekonder
metabolitlerin Uretiminde bitki doku kultiri calismalarinin énemli bir yeri vardur.
Slrgun, kék, embriyo, hicre suspansiyon ve kallus kiltiri calismalar: baslica doku
kultirt yontemleri arasinda sayilabilmektedir. Bu yontemler icerisinde sekonder
metabolit Uretimi i¢in daha ¢ok kallus kiltlri kullanilmaktadir. Kallus kalturd,
bitkisel materyallerden elde edilen ve bdlinme yetenegini kaybetmemis doku
par¢aciklarinin uygun karbon kaynagi ve bitki blyume dizenleyicileri bulunan
ortamlarda biyutilmesidir. Bu ortamlarda gelisen kalluslar morfolojik olarak
dizensiz kitlelerdir. Kallus kultiriine ek olarak suspansiyon kilturlerinin de
sekonder metabolit dretiminde oldukca 6nemli bir yeri vardir. Silspansiyon

kultlrler icin sivi besi ortami ile ©nceden gelistirilmis Kkalluslar ve surekli
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calkalamali bir sistem kullanilmaktadir. Stspansiyon ve kallus kilturleri
kullanilarak dretilen bir¢cok sekonder metabolit vardir. Bunlardan bazilari Cizelge

1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3. Farkli sekonder metabolitlerin in vitro dretimi

Bitki Aktif Bilegen | Kultar Tipi Referans
Agave amaniensis Saponin Kallus Andrijany ve ark., 1999
Ailanthus altissima Alkaloid Suspansiyon | Anderson ve ark., 1987

Allium sativum Allin Kallus Malpalhg®’e David,
1986
Ambrosia tenuifolia Altamisin Kallus Cgliylowski ve Trippi,
1999
oy Rosmarinik .. . De-Eknamkul ve Ellis,
Anchusa officinalis asit Suspansiyon 1985
. g ’ . . Staniszewska ve ark.,
Ammi majus Triterpenoid | SUspansiyon 2003
Artemisia annua Artemisinin Kallus Baldi ve Dixit, 2008
Asp|dpsperma Ramiflorin Kallus Olivira ve ark., 2001
ramiflorum
Catharanthus Indol alkaloid | Siispansivon Tallevi ve Dicosmo,
roseus P y 1988
Citrus sp. Limonin Kallus Barthe ve ark., 1987
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Cizelge 1.3’Un devamu.
Bitki Aktif Bilegen | Kultdr Tipi Referans
Citrus sp. Naringin Kallus Barthe ve ark., 1987
Corydalls Alkaloid Kallus Iwasa ve Takao, 1982
ophiocarpa
Hyssopus oficinalis Sterol Suspansiyon Skrzypek \Z/SOV:\;Iysoklnsu,
Rheum ribes Katesin Kallus Farzami ve Ghorbant,
2005
Vitis vinifera Antosiyanin | Suspansiyon Qu ve ark., 2006
Tinospora cordifolia Berberin Sispansiyon | Rama Rao ve ark., 2008
Withania somnifera | Stéroidal Kallus Mirjalili ve ark., 2009
lakton
Gymnema sylvestre Gm}l\ns?tm'k Kallus Gopi ve Vatsala, 2006

1.4. Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri

Son yillarda biyoteknolojik calismalardaki gelismeler bitki doku kultirleri,
bitki genetik muhendisligi yaninda bitki ve meyve kalitesini etkileyen genlerin
molekiler mekanizmasinin anlasilmasi igin de 6nemli faydalar saglamis ve bu tir
calismalar bir ¢ok aragtirmacinin ilgisini ¢ekmistir (Kato ve ark., 2004; Xu ve
Deng, 2002). Bu amag¢ ile 1977 yilinda, DNA dizi analizine dayal iki yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler; Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi ve
Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemidir (Maxam ve ark., 1977; Sanger ve
ark., 1977).

Hibridizasyon ya da sekansa dayali yaklasimlari igeren yeni nesil
teknolojilerin  gelistirilmesiyle basta insan olmak Uzere bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarin tim dizilerinin ¢ikartilmas: mimkin hale gelmistir (Wang ve
ark., 2009). En sik kullanilan dizileme yontemi olan Sanger yontemine dayal:

olarak otomatik dizileme cihazlariin kullanimi yayginlasmis ve Insan Genom
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Projesi (1988) ile yeni nesil dizileme teknolojileri ortaya c¢ikmustir. Sanger
yonteminin maliyetli ve teknolojik olarak kisitli olmasi sebebi ile bitki
biyoteknolojisi calismalarinda yetersiz oldugu gorilmustir. Karmasik ve biyik
genoma sahip bitkilerde yeni nesil dizileme, uzun ve dogruluk orani yuksek
okumalarla basarili bir veri kalitesi sunmaktadir. Ayn1 zamanda uygun hiz ve
maliyet avantajlari sebebiyle de yeni nesil dizileme bitki biyoteknolojisi
calismalarinda oldukga fazla tercih edilmektedir (Weber ve ark., 2007, Novaes ve
ark., 2008).

Yeni nesil dizileme yodntemlerinin gelistirilmesi hem transkriptomlarin
belirlenmesi hem de haritalanmas: icin yeni bir yontem saglamstir. Ozellikle
RNA-Seq (RNA dizilemesi) olarak adlandirilan ydntemin mevcut yaklasimlara
kiyasla belirgin avantajlara sahip oldugu ve dkaryotik transkriptomlarin analizinde
kokli degisiklikler yapabilecegi ortaya konmustur. Bu teknik son yillarda ileri
diizey transkriptom sekanslama teknigi olarak gelistirilmistir (Wang ve ark., 2009).

Gunumizde pek c¢ok platform yeni nesil dizileme teknolojilerinde
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en bilinenleri; lllumina Miseg/Hiseq/GA baz
sentezine dayal1 dizileme, Roche 454 prolizleme yontemi ve Solid Sistemi ligasyon
yoluyla dizileme yontemleri sayilabilir. Yeni nesil dizileme c¢alismalarinda
kullanilan sistemler ise, Applied BioSystem SOLIiD, Roche 454 genome analyzer,
[llumina Genome Analyzer, Complete Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve
lon Torrent sistemleridir (Ustek ve ark., 2011; Quail ve ark., 2012; Sariman M.,
2013; Mutz ve ark., 2013). Bunlar arasinda senteze dayali sekanslama prensibine
sahip lllumina platformlar: yeni nesil dizileme teknolojileri arasinda bitkilerde en
fazla kullanilan platformdur.

Bu calismada, farkli turuncggil tir ve cesitlerine ait farkli dokulardan
(meyve kesiti ve kabuklar) biyoteknolojik ve klasik ydntemler kullanilarak bazi
sekonder metabolitlerin elde edilmesi amaclanmistir. Klasik yontemler kullanilarak
meyve kabuklarindan esansiyel yaglar elde edilip kimyasal bilesenleri

arastirllmistir. Biyoteknolojik yontemlerden kallus ve hiicre stispansiyon kiilturt ile
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secili meyveler kullanilarak sekonder metabolitlerin dretilmesi ve elisitor
uygulamasinin ~ sekonder  metabolitler — Uzerindeki  etkisinin  anlagiimasi
hedeflenmistir. Ayrica sekonder metabolitlerin Uretim mekanizmasinda rol
oynayan genlerin Illumina platformu kullanilarak RNA-Seq analizleri ile

belirlenmesi amaglanmustir.

18



2. ONCEKI CALISMALAR Taner BOZKURT

2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Sekonder Metabolitlerin Klasik Yontemlerle Eldesi ile ilgili Yuritilen
Cahismalar

Yusof ve ark. (1990) cahismalarinda farkli turuncgil meyvelerine ait
dokularda naringin icerigini arastirmiglardir. Analizleri HPLC metodu kullanarak
gerceklestirmisler ve en yiiksek naringin iceriginin meyve kabugunda bulundugunu
tespit etmislerdir.

Castillo ve ark. (1991), turung yaprak, ¢icek ve meyvelerinin gelismesi
sirasinda neohesperidin  ve naringin miktarint arastirmiglardir. Genel olarak
neohesperidin miktarinin naringine gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Naringin miktar: gicekte 4.46 umol/g ve yaprakta 3.83 umol/g olmasina karsin 25
mm capindaki meyvede 49.39 pmol/g ile 10 mm capindaki meyvede de 56.07
pumol/g olarak tespit etmislerdir. Hesaplamalari taze agirlik tizerinden yapmuslardir.

Lota ve ark. (2001) calismalarinda 15 mandarin cesidine ait yaprak ve
kabuk esansiyel yaglarinin kimyasal bilesimlerini incelemislerdir. Farkl: 15 geside
ait toplam 58 yaprak ve kabuk yagi, aynm sartlara sahip mandarin agaclarindan
toplanan meyve ve yapraklardan elde etmislerdir. Kimyasal bilesimlerini GC, GC-
MS ve C NMR kullanarak belirlemislerdir. Mandarin kabuklarinda limonen, g-
terpinen ve linal asetat; mandarin yapraklarinda ise sabinen, y-terpinen/linalol ve
metil N-Metil antranilat'in en fazla bulunan bilesenler olduklarini belirlemislerdir.
Tum gesitlerde D-limonenin yaygin oldugunu belirtmislerdir.

Vekiari ve ark. (2002), yaptiklar: calismada bir limon cesidine ait kabuk ve
yapraklardan esansiyel yaglari izole ederek mevsimsel degisimlerini
gozlemlemislerdir. Girit Zambetakis (C. limon) kabugundan ve yapraklarindan
esansiyel yaglart Clevenger cihazi kullanilarak buhar distilasyonu ile elde
etmislerdir. Ugucu yaglar GC-MS analizine tabi tutularak 35 bilesen tespit
edilmistir. Hem kabuk hem de yapraklardan elde edilen yaglarin temel bilesenin D-

limonen oldugu tespit edilmistir. Yaprak yaginda a-pinen, mirsen, neral, geranial,
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neril asetat, geranil asetat ve p-karyofilen bilesenleri belirlenmistir. Ugucu
bilesenlerin miktar1 oktil asetat kullanilan internal standart metod (izerine
dayanmakta ve her kg esansiyel yag miktari basina mg olarak tanimlanmastir.
Yuksek miktarda neral ve genarial miktar: her iki esansiyel yagin yuksek kalitede
elde edildiginin bir gostergesi olmustur. Aroma profili ve ugucu yag bilesenleri
arasindaki kantitatif farklar bir yildan fazla bir siirede alt1 degisik zaman diliminde
Olgllmistir. Limon yapraklari ve kabugu bilesenleri arasindaki farklar
belirlenmistir. Kasim ay1 drneklerinde cis ve trans izositral iceriginin daha yiksek
oldugunu tespit etmislerdir.

Atti-Santos ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada misket limondan (Citrus
latifolia Tanaka) hidrodistilasyon ve siperkritik akiskan ydntemiyle esansiyel
yaglar elde etmislerdir. Hidrodistilasyon durumunda degerlendirdikleri
parametreler bitki materyalinin karakteristik 6zellikleri ve ekstraksiyon zamani
olmustur. Superkritik ekstraksiyonda ise sicaklik, basing, ekstraksiyon stresi, CO,
akist ve materyal Ozellikleri degerlendirilmistir. Hidrodistilasyon igin en iyi
sonuglar kabugun 3 saatlik ekstraksiyonundan elde edilmistir. Sdperkritik
ekstraksiyonda ise en iyi sonuglar 90 bar basingta 40°C'de, 1 ml/dk akis hizinda 30
dk ekstraksiyon strecinde elde edilmistir. Misket limon yagi, 6gutilmus kabuktan
verimli bir sekilde hidrodistilasyon (%5.45 w/w) ve slperkritik akiskan (%7.93
wiw) yontemleri ile elde edilmislerdir.

Ahmad ve ark. (2006), dort farkli turuncgile ait esansiyel yaglar
incelemislerdir. Mousami (C. sinensis), Malta (C. sinensis), Altintop (C. paradisi)
ve Eureka limon (C. limon) cesitlerine ait kabuklardan esansiyel yaglari soguk
presleme metodu ile elde etmislerdir. En ylksek yag verimini %1.21 ile Malta
cesidi kabuklarinda gdzlemlemisler ve bunu sirasi ile Eureka limon (%1.12),
Mousami (%0.98) ve Altintop (%0.73) izlemistir. Esansiyel yag analizleri
Carbomax 10 M ile dolu GC/FID ile gergeklestirilmistir. Malta portakali kabuk
yaginda gozlemledikleri temel bilesenler, limonen (%61.08), a-thujene (%0.11), a-

pinene (%0.84), camphene (%0.32), citronellol (%4.18), citral (%7.74),
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capraldehyde (%5.62), caprinaldehyde (2.10%), borneol (%7.63), a-terpinolene
(%2.06), linalool (%1.28) ve citranelyl acetate (%0.22)’dir. Calismada kullanilan
meyve kabuklarina ait esansiyel yaglarin sahip olduklari kimyasal bilesikler
arasinda nicel ve nitel farkliliklar gézlemlemiglerdir. Bu durumun gesitlilik ve
genetik yapidan kaynaklanabilecegini 6ne sirmislerdir.

Gorinstein ve ark. (2006) yapmis olduklari calismalarinda turuncgil
meyvelerinin (portakal, altintop gibi) dimetil silfoksit (DMSO) ekstraktlarinda
naringin ve hesperidin miktarini, %2'lik asetik asit ve asetonitril tasiyic1 fazl
yuksek performansli sivi  kromotografi  kullanilarak analiz  etmislerdir.
CGaligmalarini 285 nm dalga boyunda gerceklestirmislerdir. DMSO ekstraktlarinin
285 nm'de HPLC kromatoramlar: elde edilmis ve bu ¢alismada naringin (32.76 dk)
ve hesperidin (33.2 dk) tutulma sirelerinin diger yapilan ¢alismalarla benzer
oldugu tespit edilmistir. HPLC'de farkli kosullar kullanilarak érneklerde naringinin
(100 g Ornek basina 52.5 + 3.5, 49 + 3 ve 54.1 + 2.9 mg) ve hesperidinin (44.1 =
3.7) miktarlarini bulmusglardir.

Green ve ark. (2007), Jamaika ve Meksika’da yetistirilen bazi turuncgil
tirlerinin  kabugunda bulunan polimetoksi flavonlarin (PMFs) miktarlarin
belirlemislerdir. PMF'leri giineste kurutulmus turuncgil kabuklarindan metanol ile
ekstrakte etmislerdir. Analizleri ters-faz HPLC ve UV dedektéri ile
gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri sonuglar batin turuncgil tdrlerinin 6 temel
PMF'lerden en az ucund icerdigini gostermistir. Ortanique kabugunun en fazla
PMF (34,393 + 272 ppm) igerdigini tespit etmisler ve bunu tangerin (28,389 + 343
ppm) ile Meksika portakalinin (6rnek 1; 21,627 = 494 ppm) takip ettigini
bulmusglardir. Toplam 20 turuncgil kilturinde mevcut olan temel PMFlerin;
sinensetin, nobiletin, tangeretin, heptametoksiflavon, tetrametilskutellarin ve
hakzametil-o-quersetagetin miktarlarin1 belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglar:
Florida turuncgil kabuklariyla kiyaslamislardir. Meksika portakalinin Jamaika
cesitlerinden daha fazla PMF icerdigini tespit etmiglerdir. Bu durumun cografik

faktorlerle ilgili olabilecegini 6ne stirmuslerdir.
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Mandalari ve ark. (2007), bergamot kabuklarindan ekstrakte edilen
flavonoidlerin antimikrobiyal ozelliklerini arastirmislardir. Bergamot’un etanolik
fraksiyonlarinimin ~ aktivitelerini  gram negatif bakteriler (Escherichia coli,
Pseudomonas putida, Salmonella enterica), gram pozitif bakteriler (Listeria
innocua, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis) ve bir maya
olan Saccharomyces cerevisiae’ye karsi test etmislerdir. Bergamot fraksiyonlarinin
test edilen tim gram negatif bakterilere karsi etkili olduklar1 bulunmus ve bu
fraksiyonlarin antimikrobiyal etkilerinin enzimatik deglikolizyondan sonra arttig
gozlemlenmistir. Fraksiyonlar ve saf flavonoidlerin [neohesperidin, hesperitin
(aglikon), neoeriocitrin, eridictyol (aglikon), naringin ve naringenin (aglikon)]
minimum inhibe edici konsantrasyonlarini 200 pg/ml ile 800 pg/ml arasinda
bulmuslardir. Eriodiktiol, naringenin ve hesperetinin ikili kombinasyonlarinin test
organizmalar Gzerinde sinerjik etki gosterdiklerini tespit etmislerdir. Sonug olarak
bergamot kabugunun gram negatif bakterilere kars: etkili bir dogal antimikrobiyal
kaynak oldugunu belirlemislerdir.

Gursoy ve ark. (2010) yapmis olduklari calismalarinda Citrus nobilis
kabuk yaginin kimyasal bilesenlerini ve antioksidan aktivitelerini arastirmiglardir.
Gaz kromatografi (GC) analizi ile elde edilen toplam yagin % 99.1'lik kismint
tanimlayarak 14 bilesen belirlenmistir. Elde edilen yagin temel bileseninin limonen
oldugunu bulmuslardir (% 76.8-GC ve % 86.2-FID). Esansiyel yaglari, 4
tanimlayici test sistemleri sirasiyla beta karoten/linoleikasit, indirgeyici etki, DPPH
radikal temizleme ve metal selat olusumu aktivitesi kullanilarak antioksidan
aktivitesini degerlendirmislerdir. Esansiyel yaglarin antioksidan 6zelliklerini umut
verici olarak bulmuslardr.

Hosni ve ark. (2010) yaptiklari calismada, ayn kosularda yetistirilen 4
turuncgil tlrinden esansiyel yaglar izole edip, gaz kromotografisi (GC) ve gaz
kromotografisi-kitle spektrofotometrisi (GC-MS) ile analiz etmislerdir. Yag
verimini (w/w) Sadok (C. grandis Osbeck) i¢in %1.06 ve mandarin (Citrus

reticulata Blanco) igin %4.62 olarak belirlemislerdir. Kalitatif ve kantitatif
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analizler ile tim yag orneklerinde 70 bilesenin tanimlanmasini saglamslardir.
Analiz edilen yaglarin agirlikli olarak monoterpen hidrokarbonlardan (%97.59-
99.3) olustugunu gozlemlemisler ve esas olarak limonen (%92.52-97.3) ile pB—
pinene (%1.37-1.87) bilesiklerine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Cesitler
arasinda gozlemlenen kimyasal degiskenliklerin  genetik  farkliliklardan
kaynaklanabilecegini 6ne stirmislerdir.

Nautiyal ve ark. (2011) yaptiklari calismada superkritik kabondioksit
ekstraksiyon (SC-CO,) ve hidrodistilasyon yoéntemlerini kullanarak elde ettikleri
portakal kabugu yagim Karsilastirmiglardir. SC-CO, metodu kullanilarak elde
edilen yagin miktari, kalitesi ve bilesenleri arastirilmistir. Ekstraksiyon igin 28-60
°C arasinda degisen sicakhik ve 8-15 MPa arasindaki basing parametreleri
kullaniimstir. Kalitenin belirlenmesi icin yag, GC ve kapiler GC yontemiyle analiz
edilmistir. Stper kritik karbondioksit, yagdan tiim dustk ugucu fraksiyonlar: elde
etmek icin kullanilmis ve yag veriminin agirlikga %3.42-3.99 araliginda oldugunu
tespit etmislerdir. Elde edilen yagin rengini ise soluk acgik sari oldugunu
gozlemlemislerdir. Yagin raf Omrunin geleneksel metotlarla elde edilen
ekstrelerden daha uzun stirdiigtini bulmuslardir.

Azam ve ark. (2013) yapmis olduklart cahismalarinda farkli turuncgil
tarlerinin gen¢c ve olgun yapraklardan elde edilen temel ugucu bilesenleri
headspace-kat1 faz mikroekstraksiyon (HS-SPME)-GC-MS yontemini kullanarak
analiz etmislerdir. Dokuz turuncgil cesidinden 9 adet aldehit, 19 monoterpen
hidrokarbon, 27 oksijenli monoterpenler, 43 sesquiterpen hidrokarbonlar, 8
oksijenli sesquiterpenler, iki keton, 6 ester ve 9’u muhtelif bilesik olmak {zere
toplamda 123 bileseni tespit etmislerdir. Cogu kiltirlerde geng yapraklarin olgun
yapraklarin icerdigi bilesenlerden daha yiiksek miktarda ugucu bilesen icerdigini
bulmuslardir. Yaprak gelisimi siirecinde oksijenli monoterpenler ve sesquiterpen
bilesenlerinde sayisinin azalmasina karsin aldehit ve monoterpen hidrokarbonlarin
yizdesinin arttigin1 bulmuslardir. Olgun yapraklarda limonenin ana bilesen oldugu

gozlemlenirken genc¢ yapraklarda en bol miktarda bulunan bilesenin linanol
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oldugunu tespit etmislerdir. Cogu kilturlerde yaprak gelisimi boyunca limonen
miktarinin arttig: tespit edilirken linalol miktarinin azaldigini bulmuslardir. Yaprak
ucucu bilesenlerinin  ayn1 zamanda genetik farkliliklardan etkilendigini
belirlemislerdir. Bir veya birka¢ genotipte olduk¢a fazla bulunan bilesigin
digerlerinde olmayabilecegini 6ne stirmislerdir. Satsuma mandarinin aksine geng
limon yapraklarinda limonenin ve diger dort genotipe karsin ti¢ genotipe ait olgun
yapraklarda B-terpinenin varhginm tespit etmislerdir. Duzenli verilerle ¢ok
degiskenli istatistik analizleri yapmslar ve yaprak ugucu bilesenlerindeki
degisimlerin belirlenmesi ile 6 grupta siniflandirmiglardir. Farkl turuncgil
cesitleriyle yaprak evrelerinden elde edilen temel ugucu bilesenler arasindaki
iligkiyi ~ belirlemek icin yaptiklar1 bu c¢alhismanin endustriyel amach
kullanilabilecegini 6ne stirmuslerdir.

Pingret ve ark. (2014), hidrodistilasyon ekstraksiyonunu gelistirmek igin
ultrason teknolojisini kullanan yeni bir proses tasarlamis ve gelistirmislerdir.
Yontemde ultrasonik bir prob kullanmislardir. Geleneksel Clevenger ekstraksiyonu
ile portakal kabuklarina ait esansiyel yaglarin ekstaksiyonunu fizikokimyasal
karakterizasyon ve gravimetrik analizler kullanarak solo-Clevenger islemi ile
karsilagtirmiglardir. Hedef bilesiklerin  kompozisyonlarina zarar vermeden
geleneksel proses ile karsilastirildiginda yeni yontemede ekstraksiyon siresinin
onemli ol¢lide azaldigini gozlemlemislerdir. Ultrason teknolojisine sahip solo-
Clevenger isleminin geleneksel yonteme gore daha hizli oldugu ve benzer kalitede

ekstraksiyon yaptigini tespit etmislerdir.

2.2. Sekonder Metabolitlerin Biyoteknolojik Yoéntemlerle Eldesi ile Tlgili
Yurutilen Cahismalar

Bitkilere ait aktif bilesenlerin biyoteknolojik yoéntemlerle Gretilmesi ile
ilgili oldukca fazla calisma yapilmustir. Turuncgillerin sahip oldugu bircok aktif
bilesenin metabolik degisiklikleri ile ilgili olarak Endo ve ark. (2002) Fortunella ve

turuncgiller tzerinde bir calisma yirutmuslerdir. Calismalarinda, Fortunella ve bazi
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turuncgil cesitlerine ait embriyojenik hiicreleri  kullanarak silispansiyon
kiltarlerinde  limonoid  metabolizmasint  incelemiglerdir.  Lomonoidlerin
enstrimental analizleri icin TLC, HPLC veya LC-MS’i kullanmiglardir. Nomilin
iceren suspansiyon kiltir ortamlarinda 4 hafta boyunca kilture alinan
embriyojenik hiicreler incelendiginde ¢ogu tiirin nomilini obacunone ve limonine
donustirduglni tespit etmislerdir. Ayrica, Fortunella ve Calamondin hiicrelerinde
kalamin grubu limonoidlerin Uretildigini ve C. ichangensis hcrelerinde de
nomilinden  deacetylnomilinin  Uretildigini  tespit etmislerdir. Ek olarak
arastirmacilar C. aurantium'daki embriyoit olusumunun limonoid metabolizmasin
etkilemedigini ileri surmuslerdir.

Pasqua ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢calismada, H. perforatum L. nin in
vitro rejenere kok ve sirgunleri, kalluslari ve hiicre siispansiyon kdltirlerinden
metanolik ekstraktlar elde etmislerdir. Bu ekstraktlarda bulunan aktif metabolitlerin
(hiperisin, hiperforin ve flavonoidler) in vitro kiltiirlerde Gretilebilme yeteneklerini
degerlendirmislerdir. Calisma sonunda hiperisinlerin, salgi yapilarinin olusumu ile
ilgili oldugunu, ksantonlarin tim kdlttirlerde temel metabolit olduklarini, flavonoid
ve hiperforinlerin Uretiminin de yaprak gelisimi ile ilgili olduklarini tespit
etmislerdir.

Martinez-Juarez ve ark. (2004), Capsicum annuum’un slispansiyon
kiltarlerini calismglardir. Hem taze bitkide hem de bitkinin in vitro kaltirlerinde
bulunmayan 5,5-dikapsaisin bilesigini elde etmislerdir. Bu bilesigi sadece kapsaisin
ile desteklenmis stispansiyon kiltirlerinden elde etmislerdir.

Ahmad ve ark. (2011) yaptiklari calismada, Stevia rebaudiana, Citrus
sinensis ve Saccharum officinarum’un in vitro da gelisen dokularinin antioksidan
potansiyelini degerlendirmislerdir. Etanol ile yaptiklari ekstraksiyonlarda Stevia
rebaudiana kalluslarinin en vyiksek antioksidan aktivitesine (%87.7) sahip
oldugunu bulmuslardir. C. sinensis kallusunda antioksidan potansiyelini %51.8

olarak tespit etmislerdir. Calismalarinin sonucunda S. rebaudiana’ya ait rejenere
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dokularin C. sinensis ve S. officinarum dokularindan daha fazla DPPH serbest
radikalleri temizledigini ve detoksifiye ettigi ortaya konulmustur.

Xu ve ark. (2011) cahismalarinda, farkli turuncgil cesitlerine ait kallus,
yaprak ve meyve dokularinda sentezlenen bazi karoteniodleri arastirmiglardir. Bitki
cesitlerine ve dokularina gore farkli miktarlarda karotenoid tespit etmislerdir. En
yiksek toplam karotenoidin yapraklarda oldugunu gézlemlemislerdir. Tarocco kan
portakalina ait kalluslarda luteinin (2.34 + 0.13 pg/g) en zengin karotenoid
oldugunu ve Cara Cara portakalindan elde edilen kalluslarda da en yuksek
karotenoidin fiton (29.08 + 1.17 pg/g) oldugunu tespit etmislerdir. Turuncgil
kalluslarinin spesifik karotenoid tretmek igin kullanilabilecegini 6ne surmuslerdir.

Baque ve ark. (2012) stispansiyon hiicre kilturt ¢alismalarinda fenolik,
flavonoid ve antrakinon (AQ) Uretimi Uzerinde elisitorlerin etkisini arastirmiglardir.
Galismalarinda Morinda sitrifolia (L.)’nin adventif kokleri kullanarak stspansiyon
kultirlerde kitosan ve pektinin elisitor etkisini incelemislerdir.  Elisitor
uygulamalarinin sekonder metabolitlerin biyosentezini artirmasina karsin kok
biylmesini engelledigini gézlemlemislerdir. Elde edilen kuru agirlik verilerine
gore 103.16 mg/g AQ, 48.57 mg/g fenolik ve 75.32 mg/g flavonoid miktar: 0.2
mg/ml Kkonsantrasyona sahip kitosan uygulamasinda tespit etmislerdir. Elisitor
uygulamalar1 her ne kadar kok buyimesini olumsuz etkilese de %8 fenolik, %12
flavonoid ve %45 AQ miktarinda artisa neden oldugu vurgulanmistir.

Wee ve ark. (2013) Sauropus androgynus’un in vitro kiltdrlerinde elisitor
uygulamasinin  sekonder metabolit Uretimi ve antioksidan kapasitesinin
gelistirilmesi Uzerindeki etkilerini arastirmuglardir. Aydinlik kiilttrlerde gelisen
kalluslara uygulanan 200 uM MeJA’in toplam fenolik madde miktarinda 2.10 kat
ve flavonoid miktarinda ise 1.53 kat artis sagladig: bildirilmistir. MeJA igin en
uygun konsantrasyonun bu ¢alisma icin 200 uM oldugunu tespit etmislerdir. Ek
olarak MeJA uygulamasinin (50-100 uM), 1.31 kat (%70.95) DPPH ve 1.19 kat
(708.82 pg/g FW) FRAP degerinde artisa neden oldugu belirlenmistir. Elisitor

uygulamasindan 2 hafta sonra, somatik embriyolarda MeJA uygulamasinin (50
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MM) papaverin (8.31 kat artim, 5.57 ug/g FW) ve kuarsetin (40.0 kat artim, 3.01
ug/g FW)’de artisa neden oldugunu tespit etmislerdir.

Jeyakani ve Rajalakshmi (2016) yapmis olduklart doku kaltird
calismalarinda Melaleuca alternifolia’nin polifenol icerigini aragtirmiglardir. Doku
kultari  caligmalarinda  tohum  embriyolarint ~ kullanmiglardir.  Farkh
konsantrasyonda kazein hidrolizat (1g/L, 2g/L, 3g/L) ve hindistan cevizi siti (%1,
%5, %10) uygulamasinin polifenol birikimi (izerine etkisini incelemislerdir. En iyi
polifenol birikimini 2 g/L kazein hidrolizat ve %5 hindistan cevizi siti
uygulamasinda tespit etmislerdir. Her iki uygulama kendi arasinda
degerlendirildiginde ise %5 hindistan cevizi sutunin daha etkili oldugunu
gozlemlemislerdir. Kallus gelisimi ve toplam polifenol miktar1 agisindan en iyi
stirenin ise 63 gun oldugunu belirlemislerdir.

Anjum ve ark. (2017) farmakolojik olarak dnemli bir sekonder metabolit
ureticisi olan Linum usitatissimum L.’nin (Keten) in vitro kallus kilturleri Gzerinde
calismiglar  yapmuglardir.  Keten’nin  kallus  kaltdrlerini  kullanilarak
secoisolariciresinol diglucoside (SDG) ve lariciresinol diglucoside (LDG) gibi
lignanlar ve dehydrodiconiferyl alcohol glucoside (DCG) ve guaiacylglycerol-p-
coniferyl alcohol ether glucoside (GGCG) gibi neo-lignanlarin Gretimi igin etkili
bir protokol gelistirmeye calismiglardir. Kallus kaltiri calismalarinda cesitli
konsantrasyonlarda o-naftalen asetik asit (NAA), thidiazuron (TDZ) ve 6-benzil
adenin (BA) ile desteklenen Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kdltiire alinmis
govde ve yaprak eksplantlarini kullanmuglardir. En yiiksek toplam fenolik bilesik
(111.09 mg/L) ve flavonoid (45.02 mg/L) miktarini gévdeden gelisen kalluslarda
(1.0 mg/L NAA) elde etmelerine karsin, yapraktan gelisen kalluslarin (1.0 mg/L
NAA) en yiksek antioksidan ve biyokitleye (DW: 15.7 g/L) sahip oldugunu
bulmusglardir. Diger tim uygulamalara kiyasla optimum GGCG (3.8 = 0.022 mg/g
DW) birikiminin yapraktan gelisen kalluslarda (1.0 mg/L NAA) oldugunu HPLC
analizleri ile ortaya koymuslardir. Yine HPLC analizleri ile kokten gelisen

kalluslarin (1.0 mg/L NAA) optimum SDG (2.7 + 0.021 mg/g DW), LDG (9.8 £
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0.062 mg/g DW) ve DCG (13.8 = 0.076 mg/g DW) konsantrasyonlarina sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklart uygulamalar igerisinde NAA’nin kallus
kultdrinde lignanlar ve neo-lignanlarin tretiminde farklilik gosterdigine dair kesin

kanitlar elde etmislerdir.

2.3. RNA-seq ile ilgili Yuritulen Cahsmalar

Moriguchi ve ark. (2002) satsuma mandarin’den (C. unshiu Marc.)
flavonol sentazi (FLS) kodlayan bir cDNA klonunu (CitFLS) izole etmisler ve
meyve olgunlasmas: sirasinda CitFLS RNA ifadesinin  kararli durumunu
arastirmiglardir. CitFLS traskript seviyesinin gen¢ yapraklarda yasl yapraklardan
daha yiiksek iken erken gelisme evresinde yuksek, olgunlasma evresinde usarede
disuk oldugunu gézlemlemislerdir. Ek olarak kabukta CitFLS transkriptinin meyve
olgunlagsmas: sirasinda ylksek oldugu tespit edilmistir. Satsuma mandarin
CitFLS’nin, gelisim asamasinda ve dokuya spesifik bir sekilde dizenlendigi
sonucu elde edilmistir. Arastirmacilar, satsuma mandarine ait kabuk dokularinda
bir flavanol glikozid olan rutin Gretiminin bu dokular da flavonol Uretme
kabiliyetinin varligini ortaya koymustur.

Yu ve ark. (2012), yaptiklari ¢alismada portakalda meyve gelisimi ve
olgunlagmas: sirasinda transkriptom degisimlerini arastirmiglardir. Portakal cesidi
Anliu (WT) ve mutant Hong Anliu (MT) meyve posas: transkriptomlari, meyve
olgunlasmast ve gelisimi sirasinda ifade edilen genleri arastirmiglar ve
karsilastirmislardir. WT ve MT’ye ait transkriptomlar illumina dizileme
plantformu kullanilarak analiz edilmistir. MT ve WT’de sirasi ile 19.440 ve 18.829
gen tespit etmislerdir. Genlerin %89’undan fazlasi, WT’de meyve gelisimi ve
olgunlasmas: sirasinda farkl seviyede ifade olmustur. Farkl sekillerde ifade edilen
genlerin fonksiyonel olarak siniflandirilmasi, meyve gelisimi ve olgunlasmasi
sirasinda ifade olan genlerin hiicre duvar: biyosentezi, karbonhidrat ve sitrik asit
metabolizmasi, karotenoid metabolizmasi ve strese yanit ile iligkili oldugunu ortaya

cikarmustr.
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Li ve ark. (2014) yaptiklari galismada Picea balfouriana kallusunda
somatik embriyogenezisi  duzenleyen molekiiler mekanizmay: anlamaya
calismiglardir. Bu amacla U¢ Picea balfouriana genotiplerine ait enmbriyojenik ve
embriyojenik olmayan dokularin transkriptomlarini incelemek icin RNA-seq
teknolojisini kullanmiglardir. Dokularda toplam 55.078.846 niikleotid dizisi analiz
etmisler ve bunlarin %49.56’sinin Picea abies genomu veritabanindaki 26.437
genin 22.295’i (%84.3) ile iyi eslestigini bulmuslardir. Embriyojenik olmayan
dokulara kiyasla, embriyojenik dokularda, 431 upregiile ve 987 down regiile gen
dahil, 1.418 farkl: sekilde eksprese edilen geni (yanlis bulgu orani <0.0001)
diferansiyel gen ekspresyon analizi ile tespit etmislerdir. KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) yolak analizi ile bitki hormonu sinyal
iletiminde, metabolik yolaklarda (nisasta ve sukroz metabolizmasi) ve fenilalanin
metabolizmasinda bircok genin yer aldigint ortaya koymuslardir. Tespit ettikleri
yolaklarin somatik embriyogenezin baslatilmasina iliskin mekanizmalarin daha
kapsamli bir sekilde anlasilmasina katkida bulunacagini ileri sirmuslerdir.

Bai ve ark. (2014) Poncirus trifoliata (L.) Raf koklerindeki fosfor (P)
eksikligine bagh transkriptomik degisiklikleri yeni nesil RNA-Seq analizleri ile
arastirmiglardir. Toplam 1135 genin P eksikligi yanitinda farkli sekilde ifade
oldugu gosterilmistir. Transkriptomik veriler, kantitatif real-time PCR ile
dogrulanmistir. Farkli sekillerde eksprese edilen 76 genin promotor bolgelerinde
bir ya da daha fazla P-duyarl: cis-elementi (P1BS) tespit etmislerdir. EK olarak
eksprese edilen genlerin 117’sinin P eksikliginde bitkiye ait hormon sinyal
regiilasyonunda yer alan transkripsiyon ve tasima faktor( genleri olduklarin: tespit
etmisler ve bu genlerin P eksikligi yanitinda 6nemli gorevleri oldugunu ileri
stirmuglerdir. P eksikligi altinda turuncgil ve Arabidopsis transkriptlerinin
karsilagtirmal: analizleri sonucunda P metabolizmas: ile iliskili 174 geni
tanimlamaglardar.

Wei ve ark. (2015) cahismalarinda kirazin (Prunus aviumL.) sari ve

kirmizi meyvelerinde antosiyanin biyosentezinde gorev alan genlerin transkriptom
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analizlerini yapmiglardir. Kirmizi ve sar1 meyvelerden alinan cDNA kutlphaneleri
yeni nesil lllumina/Solexa dizileme platformu ve de novo dizilemesi kullanilarak
dizilenmislerdir. Kombine bir toplama stratejisi kullanilarak 66 milyondan fazla
yuksek okuma, 43.128 unigen igerisinde toplanmiglardir. Ardindan toplam 22.452
unigen, veritaban:1 ile Kkarsilastirillmis ve bu unigenlerin  20.095’inin  Nr
(yinelenmeyen) protein veritabaninda aciklandigini vurgulamiglardir. Meyve
olgunlasma asamalar: arasindaki transkriptom farkliliklarini Hlumina platformunu
kullanarak analiz etmislerdir. Biyolojik yolak analizi ile 72 unigenin antosiyanin
biyosentezi ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir. Meyve olgunlasmasi
stiresince fenilalanin amonyak liyaz (PAL), 4-kumarat-CoA ligaz (4CL), kalkon
sentaz (CHS), kalkon izomeraz (CHI), flavanon 3-hidroksilaz (F3H), flavanon 3'-
hidroksilaz dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR), antosiyanidin sentaz (ANS) ve UDP
glikoz: flavonol 3-O-glikoziltransferaz (UFGT) kodlayan genlerin ekspresyon
ifadelerinin kirmizi ve sari meyve arasinda farklilik gosterdigini belirlemislerdir.
Kantitatif real-time PCR (qRT-PCR) ile antosiyanin biyosentetik enzimlerini ve
transkripsiyon faktorlerini kodlayan 18 unigenin degisen ifade seviyelerini
dogrulamiglardir.

Flavonoidlerin ve fenilpropanoidlerin 6nemli sekonder metabolik yolaklar:
ile iligkili aday genlerin belirlenmesi amaci ile Loke ve ark. (2017) Polygonum
minus bitkisinde transkriptom analizleri gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar
referans olarak birlestirilmis bir transkriptom kuttuphanesi olusturmak igin
Polygonum minus bitkisinin kék ve yaprak dokularinda Illumina sekanslama ve
454°0in okumalarini iceren hibrid bir sistem kullanmiglardir. Toplam 34.37 milyon
filtrelenmis ve normallestirilmis okumalar, toplam 136.67 Mbp uzunlugunda
188.735 transkript icinde toplanmistir. Mevcut olan genom dizlerine karsilik
benzerlik arastirmalar: yapmiglar ve blylk bir kismi Arabidopsis thaliana'dan
(%58.9) olmak zere Polygonum minus transkriptlerinin 163.200 (%86.5)’U igin
benzerlik eslesmelerini tespit etmislerdir. Fenilpropanoidlerin ve flavonoidlerin

biyosentezinde yer alan 7 secilmis transkript qRT-PCR ile dogrulanmistir.
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Arastirmacilar, tlm transkriptlerin sekonder metabolit biyosentezi ile ilgili
transkript profillerinin c¢ikarilmas:t i¢in KEGG yolaklarini  kullanmiglardr.
Yaptiklart bu c¢alismalarin  Polygonaceae familyasindaki sekonder metabolit
biyosentezi (zerine molekiler genetik ve evrimsel arastirmalar icin faydali bir
sekans kaynagi olarak hizmet edecegini 6ne stirmuslerdir.

Bitki sekonder metabolitlerinin yaygin bir grubu olan fenolik bilesikler
icerisinde antosiyaninler hem insan sagligi hem de bitkiler icin oldukca 6nemli bir
yere sahiptir. Ozellikle birgok bitkide kirmizi rengin olusmasinda rol oynayan
dogal bir pigmenttir. Birgok bitkide antosiyanin birikiminin altinda yatan
molekiler mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Fang ve ark. (2016)
meyve olgunlasmas: sirasinda kirmizi meyve etine sahip Furongli erik cesidindeki
(Prunus salicina Lindl.) transkriptomik degisiklikleri analiz etmek icin RNA-seq
teknigini kullanmiglardir. Yuksek kalite 161 milyonu askin okuma, 52.093 unigen
icinde toplanmis ve bunlarin  %49.4'u  bilinen veritabanlar kullanilarak
aciklanmigtir. Bunlardan 25.681 unigenin NCBI Nr veritabanindaki dizilere, 7.203
unigenin Swiss-Prot veritabaninda bilinen proteinlere ve 5816 ile 8585 unigenin
sirasiyla KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ve COG (Cluster of
Orthologous Groups) veritabanlarindaki mevcut dizilerle 6nemli derecede
benzerlikleri oldugunu bulmuslardir. Meyve olgunlasmasi siiresince toplam 3548
unigenin farkl sekillerde ifade edildigini ve bunlarin 119’unun da "diger sekonder
metabolitlerin biyosentezi” ile iliskili oldugunu ileri surmuslerdir. Biyolojik yolak
analizi ve gen ontolojisi terim zenginlestirme analizine gbre antosiyanin
biyosentezinde farkl sekilde ifade edilen 13 genin rol aldigini ortaya koymuslardir.
Buna ek olarak antosiyanin biyosentezini kontrol edebilen MYB ve bHLH gibi
transkripsiyon faktorlerini, yapisal genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin ortak
ekspresyon analizi ile tespit etmislerdir.

Simsek (2016) turuncgillerde nuseller embriyoni mekanizmasinda rol
oynayan genleri lllumina HiSeqTM 2000 kullanarak RNA-seq analizleri ile

arastirmistir. RNA-seq analizleri ile drnekler arasinda toplam 42168870-44975770
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temiz okuma elde etmistir. GO analizlerine gére Orlando tangelo balon- Orlando
tangelo 3. gun 6rneklerinde 2359 (1996 up regile, 363 down regiile) ve Klemantin
mandarini 3. giin-Orlando tangelo 3. guin drneklerinde ise 123 (1372 up regule, 751
down regule) farkl: ifade olan gen belirlemistir.

Gao ve ark. (2016) iki farkli Phalaenopsis orkide dokusuna ait
transkriptomlarin  de novo sekanslama ve karsilastirmali  analizlerini
gerceklestirilmigtir. Farkli renkteki Phalaenopsis bitkilerinde gen ekspresyon
seviyelerini karsilastirmak ve antosiyanin sentezi hakkinda genomik bilgiyi elde
etmek amac: ile bitki dokusuna 6zgii transkriptomlar: arastirmiglardir. Orkide
ciceklerinde antosiyanin sentetik yolaginin ve eksprese edilen genlerin tespit
edilmesini  kolaylastirmak amaci ile Illumina HiSeq™ 2000 platformunu
kullanmaglardir. [llumina sekanslama teknolojisini kullanarak tomurcuklarda
kirmizi Phalaenopsis igin 888.749 ve sar1 Phalaenopsis icin ise 1.057.077 sekans
elde etmislerdir. De novo analizleri ile 51.771 unigen tespit etmisler ve okumalar
sonucu farkli sekilde eksprese edilen 801 gen elde etmislerdir. Kirmizi
Phalaenopsis ile kiyaslandiginda sari Phalaenopsis tomurcugunda 358 upregiile ve

443 down regule gen tespit etmislerdir.

32



3. MATERYAL VE METOD Taner BOZKURT

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Tez kapsaminda Satsuma mandarin (Citrus unshiu Marc.), Klemantin
mandarin (Citrus clementina), Meyer limonu (Citrus meyeri), Interdonat limonu
(Citrus x limon L. Burm.f.), Moro kan portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck) ve
Turung (Citrus aurantium) genotipleri sekonder metabolitlerin klasik yontemlerle
elde edilmesi icin kullanilmistir. Ayrica Washington navel portakal (Citrus sinensis
(L.) Osbeck) ve Star Ruby altintop (Citrus paradisi Macfadyen) ise hem klasik
hem de biyoteknolojik yontemlerle sekonder metabolitlerin  eldesinde

kullanilmastr.

3.1.1. Satsuma Mandarini (C. unshiu Marc.)
Satsuma, buylk olasilikla 1600°1i yillarda Cin’den Japonya’ya getirilen
Tsao Chich mandarininden tdretilmistir. Ticari olarak 6neme sahip turuncgiller

icerisinde soguga en direncli olanlaridir (Hodgson, 1967).

3.1.2. Klemantin Mandarini (Citrus clementina)

Klemantin mandarininin yuzyil 6nce Cezayir’de géz mutasyonu ile
meydana geldigi ve papaz Clement tarafindan bulundugu distndlen tarler aras: bir
melezdir. O zamandan beri asilama yolu ile vejetatif olarak c¢ogaltilmistir
(Ollitrault ve ark., 2012). Akdeniz havzas: Ozellikle Ispanya, Kuzey Afrika ve
Guney Afrika’nin bir kisminda yetistirilmektedir. ispanya ve Fas’ta en popiiler
mandarindir (Kafa ve Canihos, 2010).

3.1.3. Meyer Limonu (Citrus meyeri)
Meyer limonu, 1908 yilinda Pekin’de 6n bahce bitkisi olarak ortaya
cikarilmis ve arastirmaci Frank Meyer’in adini almigtir. Tam bir limon olmadig: ve

limon-portakal veya limon-mandarin melezi oldugu sanilmaktadir. Saglam, canh
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ve soguga dayanikl bir cesittir. Meyve kabugu purlzsiz, sart portakal renkli ve
incedir. Kabukta limona 6zgi kabuk yaglari aromas: bulunmaz (Kafa ve Canihos,
2010; Lim, 2012).

3.1.4. interdonat Limonu (Citrus x limon L. Burm.f.)
Interdonat limonu, Sicilya orjinli ve yaklasik 1857 yilinda ortaya gikmistr.
Limon ile aga¢ kavunu melezi oldugu kabul edilmektedir. Diger limonlardan daha

blyulktir. Meyve kabuklari ise orta derece kalinhiktadir (Chaudhry ve ark., 2004).

3.1.5. Turung (Citrus aurantium)

Kuzey dogu Hindistan ve giiney dogu Cin ile kuzey Myanmar’in birlestigi
bolgelerden geldigine inaniimaktadir (Chaudhry ve ark, 2004). Doguya dogru
Japonya’ya, batiya dogru Hindistan’a, Ortadogu’ya ve oradan da yaklasik 1000 yil
once hizla Akdeniz de kurulan Avrupa’ya yayilmistir (Chaudhry ve ark, 2004).

3.1.6. Washington Navel Portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

Washington navel portakal, Brezilya’nin Bahai yoresinde Celesta portakal
cesidinden mutasyonla olusmustur. Washington Navel erkenci ve cekirdeksiz
(partenokarp) bir cesittir. Uygun bakim kosullarinda dizenli verim veren orta sulu,
tatl ve aromali meyvelere sahiptir. Cesit, Giiney Afrika, Fas, ispanya, Tirkiye’de
ticari 6neme sahip ve diinyanin birgok bdlgesinde yetistiriciligi yapilmaktadir
(Kafa ve Canihos, 2010).

3.1.7. Moro Kan Portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

Kan portakali Malta ve Sicilia adalarindan gelen bir Citrus sinensis
cesididir. Akdeniz bolgelerinde 6zellikle italya, Fas, ispanya, Tunus, Kaliforniya
ve Florida’da yetistirilmektedir (Saunt, 1990; Mouly, 1997). Kan portakallar:
alisiimadik lezzetleri ve antosiyaninlerin etkisiyle usare ve bazen de kabuk

dokularinda olusan kirmizi pigmentasyon ile ayirt edilmektedir (Lee ve ark., 1990).
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Bilinen cogu kan portakali cesidi, Doppio Sanguigno gibi eski Italyan
cesitlerinden tdretilmistir. Ayrica nispeten daha yakin zamanlarda tlretilmis
Tarocco ve Moro gesitlerini icerirken bu gesitlere ait antosiyanin pigmentasyon
seviyelerinin daha ylksek oldugu bildirilmistir (Butelli ve ark., 2012). Cesitler
icerisinde en renklisi Moro’dur ve uygun kosullarda kirmizi renk meyve etini

tamamen kaplamaktadir (Remini ve ark., 2015).

3.1.8. Star Ruby Altintop (Citrus paradisi Macfadyen)

Hudson cesidinin 1sinlamas: yolu ile 1959 yilinda Hensz tarafindan elde
edilmistir. Altintop cesitleri arasinda en koyu renge sahip gesittir. Hem i¢ hem de
dis1 kirmizi renge sahiptir. Diger cesitlerden farkli olarak Star Ruby meyve et
rengini mevsim boyunca daha iyi korur ve meyve kabugu daha ince yapidadir
(Hensz 1971, 1977; Gmitter, 1995).

3.2. Yontem
3.2.1. Klasik Yontemlerle Sekonder Metabolitlerin Elde Edilmesi
3.2.1.1. Esansiyel Yaglann Elde Edilmesi

Turuncgillerin sahip oldugu sekonder metabolitlerin klasik ydntemler
kullanarak elde edilmesi igin bitki materyallerine ait meyveler tam olgunluk
doneminde alinmustir. Steril su ile yikanan meyvelerin kabuklari, bir bigak yardimi
ile soyularak ayrilmigtir. Meyve kabuklarinin bir kismi etiivde kurutulmus, bir
kismu ise kiguk parcalara bolunerek dolapta muhafaza edilmistir. Ayrica albedolar

meyve kabuklarindan ayrilmstir (Sekil 3.1).
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o J. AR ;J e D k ﬁjﬂ
Sekil 3.1. Meyve kabuklarinin ¢ikarilmasi. A: Dis kabuk. B: Kabuklarin
paketlenmesi. C: Dis kabuk ile albedonun ayrilmasi. D: Albedo.

Meyve kabuklari, ilk olarak Clavenger aparati kullanilarak su buhar
distilasyonuna tabi tutulmustur. Bu distilasyon islemi her bir meyve tiir ve cesitleri
icin Uc farkl sekilde gerceklestirilmistir. Bunlar; 1. Kiguk parcalara ayrilmig
kabuk, 2. Blender ile dguttlmis kabuk, 3. Kurutulmus ve kiglik parcalara ayrilmis
kabuk seklinde calisilmistir. Kurutma isleminde kabuklar, 60°C’de 18-24 saat
bekletilmistir.

Distilasyon isleminde kiiciik parcalara ayrilmis veya blender ile 6gitilmis
kabuk icin 400 mL distile su i¢in 50 g kabuk kullanilmistir. Distile su ve kabuklar
ile hazirlanan bu karisim, Clavenger aparatina alinarak geri sogutucu altinda 4 saat
boyunca distilasyon islemine tabi tutulmustur. Bu sayede Turuncgillere ait ugucu
yaglar elde edilmistir. Distilasyon islemi tamamlanana kadar Clavenger aparatinin
dereceli kismindan yag miktar1 kontrol edilerek mL olarak % yag oram

kaydedilmistir (Sekil 3.2). Hem yas hem de kurutulmus numuneler icin % yag
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verimi; elde edilen esansiyel yag miktarinin (mL) yas kabuk agirhigina oraninin

100 ile garpilmast ile hesaplanmstir.

Sekil 3.2. Esansiyel yaglarin elde edilmesi ve muhafazasi. A. Kabuklarin blender
ile ogitilmesi. B. Ogutilmils kabuklarin distilasyonu. C: Clavenger
aparatinin dereceli kismina esansiyel yaglarin toplanmasi. D. Yaglarin
kapakl siselere aktarilmasi. E: Esansiyel yaglarin siselerde muhafaza
edilmesi.
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Distilasyon sonunda elde edilen yaglar kapakli cam siselere alinarak gaz
kromatografisi/kitle spektrofotometrisi (GC-MS) ile analiz edilene kadar +4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Esansiyel Yaglarin Kimyasal Analizleri
Turuncgil kabuklarina ait esansiyel yaglarin kimyasal bilesimlerini

belirlemek amaci1 ile gaz kromatografisi/kitle spektrofotometresi (GC-MS)
(Agilent Technologies) cihazi kullanilmastir (Sekil 3.3). Analizlerde dakikada 1 mL
akis hiz1 ile tasiyict gaz olarak helyum kullanilmistir. Enjeksiyon port sicaklig:
200°C'dir. Calismada kullanilan GC-MS kosullar1 Cizelge 3.1'deki gibidir.

Sekil 3.3. Esansiyel yaglarin kimyasal bilesimlerini belirlemek icin kullamlan GC-
MS sistemi.
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Cizelge 3.1. Gaz Kromotografisi-Kiitle spektrometre kosullari

Kolon Agilent HP-5MS (30x250pumx025um)

Kolon Sicaklid 50°C'de 5 dk, 5°C/dk artigla 120°C'ye, 180-230°C
9 30°C/dk 280°C'de 2 dk beklenir.

Taglyicl Gaz Helyum (1 mL/dk)

Enjektor Sicakhgi 200°C

Elektron Enerjisi 71leV

Akis Hizi 1.0 mL/dk

Farkl1 turuncgil tiir ve cesitlerinden elde edilen yaglar %1 oraninda n-hekzan
ile seyreltilerek viallere alinmistir. Vialler, GC-MS (izerinde bulunan otomatik
ornekleyiciye (autosampler) yerlestirilerek analizler baslatilmistir. Tim analizlerin
sorunsuz tamamlanmasinin ardindan aktif bilesenler, GC-MS'teki uluslararas:
standartlara uygun olarak kitle spektral kiitiphane bilgisi ile tanimlanmustir. Pik

alani integrasyonuna dayanarak kantitatif hesaplamalar yapilmustir.

3.2.2. Biyoteknolojik Yontemlerle Sekonder Metabolitlerin Elde Edilmesi
3.2.2.1. Kallus Kaltara
3.2.2.1.(1). Kultar Ortamlan ve Sterilizasyon Cahismalar

Sekonder metabolit icerikleri sebebi ile Washington navel portakal ve Star
Ruby altintop cesitlerine ait olgun meyveler kallus kultlri caligmalarinda
kullanilmustir. Eksplant kaynagi olarak ise her bir meyveye ait flavedo, albedo ve
meyve Kesiti kullanidimigtir. Kaltur dncesi yuzey sterilizasyon icin meyveler biitiin
olarak kullanilmstir. Yizey sterilizasyonuna ait uygulamalar Cizelge 3.2 ve Sekil

3.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Yizey sterilizasyon asamalar:
Uygulamalar Sire
Cesme suyu altinda bekletme 15 dk
Bulasik deterjani ile yikama 15 dk
Fungusit (Captan) uygulamasi (%0.3) 15 dk
Saf su ile yilkama 3 kez
%0.1 HgCl, + 2-3 damla Tween 20 30 dk
Saf su ile yilkama 3 kez
%70 EtOH 3 dk
%15 NaOCI + 2-3 damla Tween 20 15 dk
%215 NaOCI + 2-3 damla Tween 20 15 dk
Saf su ile yikama 3 kez

Sekil 3.4. Meyvelerin yilzey sterilizasyonu. a. GCesme suyunda bekletme, b.
Deterjan ile yikama, c. Fungusit icinde bekletme, d. HgCl,
uygulamasi, e. %70 EtOH uygulamas: ve f. %15 NaOCI uygulamas:.
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Kdltir ortami olarak MT ortami  (Murrashige ve Tucker, 1969)
kullanilmistir. Kullanilan MT ortam igerigi; MS tuzlari (Murashige ve Skoog,
1962) + MT vitamin + Sakkaroz (30 g/L) + Bitki biytme dlzenleyicileri + Agar (8
g/lL) ve pH 5.7 olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Farkh
konsantrasyonlarda bitki blyime duzenleyicileri kullanilarak ortam denemeleri
yapilmistir.  Bitki  blylme  dizenleyicilerinden Kinetin’in ~ dort  farkh
konsantrasyonu (0.1, 1.0, 50 ve 100 mg/L) ve 24 D’nin (2/4-
Dichlorophenoxyacetic acid) 3 farkli konsantrasyonu (0.1, 1.0 ve 2.0 mg/L)
kullanilarak toplam 12 ortam kallus kulttri galismalarinda kullanilmigtir. Kallus
gelisimini tesvik etmek amaci ile her bir ortama %5 Hindistan cevizi sutli (Coconut
Water, Sigma) eklenmistir. Her ortam 1.05 atm basing altinda 121°C’de 15 dk
otoklavda steril edilmis ve Hindistan cevizi siti, otoklavdan sonra 0.22 um por
capina sahip enjektor filtre ile steril edilerek ortamlara eklenmis ve Petri kaplarina

dokulmustar.

Cizelge 3.3. MS tuzlarina (Murashige ve Skoog, 1962) ait makro-mikro elementler
ve MT vitamin igerigi

Mikro Elementler (MS) | mg/L Vitamin (MT) mg/L
H3BO; 6.2 Myo-inositol 100
Na,Mo00O,.2H,0 0.25 Thiamine-HCI 10
ZnS0,4.7H,0 8.6 Pyridoxine-HCI 10
MnSO,.H,0O 15.6 Nicotinic acid 5
CoCl,.6H,0 0.025 Glycine 2
CuS0,4.5H,0 0.025

Kl 0.83

FeS0,.7H,0 27.8

Makro Elementler (MS) | mg/L

MgSO,.7H,0 370

KH,PO, 170

KNO; 1900

NH;NO3 1650

CaCl,.2H,0 440
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3.2.2.1.(2). Orneklerinin Kiltire Ahnmasi

Ylzey sterilizasyonu tamamlanan meyve ornekleri steril kabin icerisinde
kesilerek ikiye ayirilmigtir. Steril pens ve bisturi kullanilarak meyvelerden albedo,
flavedo ve meyve Kkesiti eksplantlari kesilerek ayrilmigtir. Her bir meyveye ait
albedo ve flavedodan 4, meyve kesitinden 2 eksplant olacak sekilde petrilere
aktarilmis ve etrafi stre¢ film ile sarilmistir (Sekil 3.5). Aktarma isleminden sonra
petriler 27°C + 2°C sicaklik ve 16/8 saat aydinhk/karanlik kosullara sahip kiltir
odasina alinmistir. Esit sayida her bir ortam ve eksplant igin érnekler hazirlanarak
aym Kkultur odasinda tamamen karanlik kosullarda bekletilmistir. Eksplantlarin
kultire alinmasindan 4 hafta sonra altkultire alma c¢alismalart yapilmistir.

Altkulturler her eksplant icin 20 haftaya kadar devam etmistir.
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Sekil 3.5. Eksplantlarin kiltir ortamlarina aktarilmasi. A. Meyvenin steril kabin
icerisinde kesilmesi, B-D. Meyve ekplanttnin alinmasi, C-E.
Eksplantlarin ortamlara aktarilmasi, F. Orneklerin kiiltir odasina
alinmasi.
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3.2.2.1.(3). Kallus Gelisimi icin Uygun Bitki Blyume Duzenleyicilerinin
Belirlenmesi

Altkaltirler boyunca kallus gelisimleri periyodik olarak gdzlemlenmis ve
kallus agirlik 6l¢timleri steril kabin icerisinde hassas terazi kullanilarak yapilmastir.
Kalluslar gelisim ve agirhk yoninden degerlendirilerek uygun bitki blyime
dizenleyicilerini iceren ortamlar ve eksplantlar tespit edilmistir. Kallus gelisimi en
iyi ortamlardan 4 tanesi secilerek yeni meyve girisleri icin kullanilmstir. Secilen
bu ortamlar, O1, 02, O3 ve O4 olmak tzere adlandirilmistir. Eksplantlarin kilture

alinmasindan 4 hafta sonra altkiltire alinmistir. Birinci altkiltirden baglayarak

periyodik olarak kalluslar paketlenip sekonder metabolitlerin ekstraksiyonuna
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.6).

/s K

Sekil 3.6. Kalluslarin muhafaza edilmesi. A. Kalluslarin besi ortam: kalintilarindan
temizlenerek folyolara konulmasi ve B. Paketlenen Kkalluslarin
ekstraksiyona kadar saklanmasi
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3.2.2.1.(4). Sekonder Metabolit Uretimini Artirmak icin Yapilan Cahsmalar
Secilen 4 ortamdan birisi kullanilarak sekonder metabolit Uretimini artirma
calismalari yapilmistir. Bunlar igin stres faktorleri olarak bazi elisitorler ortamlara
eklenmistir. Bu amacla; tamamen karanlik uygulamasi, sakkaroz uygulamas: (20-
30-40 g/L) ve Metil jasmonat (MeJA) (0-7.5-10 uM) uygulamas: yapilmistir. Stres
faktorleri ile olusan yeni ortamlar icin yapilan uygulamalara goére yeni isimler

verilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Elisitér denemelerinde kullanilan ortamlar ve ortamlara eklenen
elisitor miktarlar

Ortam Sakkaroz | Metil Jasmonat
(g/L) (HM)
Kontrol 30 -
S1 20 -
S2 40 -
MJ1 30 7.5
MJ2 30 10

3.2.2.2. Suspansiyon Hucre Kalturleri

Suspansiyon klturt calismalar: igin temel besi ortami olarak MT ortami +
1.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L 2,4-D + Sakkaroz + %5 Hindistan cevizi situ
kullanilmstir. Diger uygulamalardan farkli olarak ortamlara agar eklenmemistir.
Temel besi ortamina ek olarak sekonder metabolit Uretimini tesvik etmek igin
uygulanan ortamlar suspansiyon kdltirleri icin de kullanilmigtir. Aydinhik kaltir
kosullarimin (16/8 saat aydinlik/karanlik) sekonder metabolit Gretiminde daha iyi
sonug¢ vermesi sebebi ile karanlhik uygulamasina ait denemeler yapilmamustir.
Kdltdr ortamlari, 250 mL’lik erlenler igerisine 50 mL olacak sekilde ayarlanmigtir.
Meyvelere ait albedo eksplantlari 15 giin boyunca kat1 ortamlarda gelistirildikten
sonra slspansiyon kdltlrlerine alinmistir. Kontaminasyonun oniine ge¢mek igin

erlenlerin agzi steril aliminyum folyo ile kapatilarak distan stre¢ film ile
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sarilmistir. Tum erlenler 120 rpm calkalama hizina ayarlanmis inkibatore alinarak

25 + 2°C’de kalluslar gelistirilmistir.

2, My -

Sekil 3.7. Stspansiyon htcre kulturleri. A. Ortamlarin hazirlanmasi, B-C.
Kalluslarin ortamlara aktarilmasi, D. Orneklerin inkibatore

konulmasi ve E. Periyodik olarak 6rneklerin alinmasi.

Buyutme odalarinda oldugu gibi inklbat6rde de 16/8 saat aydinlik/karanlik
kosullar saglanmistir (Sekil 3.7). Denemeler boyunca her 5 giin de bir érneklere ait
erlenler alinip besi ortamlar suzulerek uzaklastirilmistir. Kalluslar temizlenerek
ortam kalintilarindan arindirilmistir. Kalluslar paketlenerek sekonder metabolitlerin

ekstraksiyonuna kadar -20°C’de saklanmustir.
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3.2.3. Sekonder Metabolitlerin Ekstraksiyonu

Washington Navel portakal ve Star Ruby altintop cesitlerinin meyvelerine
ait albedo ve meyve kesiti dokularindan gelistirilen kalluslar sekonder metabolit
ekstraksiyonu icin kullanilmistir. Diizenli araliklarla alinarak -20°C’de muhafaza
edilen kalluslar ¢ikarilarak buzlarinin ¢ziinmesi saglanmistir. Ortam kalintilarinin
uzaklastirilmas: icin tekrar yikanarak suzalmustir. Kurutma k&gidi kullanilarak
kalluslardan fazla su uzaklastirilmastir. Ekstrakte edilecek kalluslar tartilarak bisturi

yardimu ile kiigik parcalara ayrilmigtir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Kalluslarin ekstraksiyona hazir hale getlrllme3| A Kalluslarln kurutma
kagitlarinda bekletilmesi, B. Kalluslarin kii¢iik parcalara ayrilmast.

Kallus pargalari 500 mL’lik balon icerisine aktarilarak Uzerine 100 mL,
%70’lik etik alkol eklenmistir. Ornekler geri sogutucu altinda 2 saat kaynatilarak
eksrakte edilmistir.  Ekstraksiyon sonundan kallus parcalart  stzilerek
uzaklagtinlmis ve etil alkol bir rotary evaporatér cihazi kullanilarak
uzaklastirilmistir (Sekil 3.9). Islem sonunda ekstrakt tekrar siiziildikten sonra
mezir ile olgulerek falkon tuplerine alinmigtir. Tlplerin kapaklari kapatilarak

analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Seki 3.9. Sekonder metabolitlerin ekstraksiyu. A. Geri sogutucu altinda
ekstraksiyon islemi, B. Ekstraksiyon sonu érneklerin suiziilmesi, C-D.
Etil alkolUn rotary evaporator cihazi yardim ile uzaklastirilmasi.

3.2.4. Sekonder Metabolitlerin Enstrimental Analizleri
3.2.4.1. Toplam Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi

Ekstrakte edilen 6rnekler toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi icin
kullanilmistir.  Ekstraktlar, analiz edilmeden 6nce 0.45 pum por c¢apina sahip
enjektor filtre ile filtre edilerek eppendorf tiiplere aktariimistir. Singleton ve Rossi
(1965) nin belirtmis oldugu Folin Ciocalteu kolorimetik analiz metodu kullanilarak
toplam  fenolik bilesik analizleri yapilmigtir.  Standart olarak farklh
konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri kullanilmis ve standart kalibrasyon egrisi
olusturulmustur.

Okumalar 765 nm dalga boyuna ayarlanmis bir spektrofotometre cihazi
(T60 UV-vis, PG Instruments Ltd., UK) kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.10).
Spektrofotometrik okumalara ait sonuglar mg/g yas agirhik seklinde Gallik Asit

esdegerligi olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.10. Toplam fenolik bilesik analizleri. A. Analizlerde kullanilan cihaz, B.
Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki gallik asit standartlari.

3.2.4.2. Naringin Miktarinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilerek falkon tiiplerde muhafaza edilen érnekler 0.45 um por
capina sahip enjektor filtre ile filtre edilerek eppendorf tiplere aktarilmustir.
Naringin ve diger flavanon glikozidlerinin belirlenmesinde kullanilan Davis testi
(Davis, 1947; Wagner ve ark., 1988) naringin miktarinin tespit edilebilmesi igin
kullanilmistir. Standart kalibrasyon egrisi 25-300 ppm araliginda naringin ¢ozeltisi
kullanilarak olusturulmustur. Okumalar 420 nm dalga boyuna ayarlanmis bir
spektrofotometre cihaz1 (T60 UV-vis, PG Instruments Ltd., UK) kullanilarak
yapilmistir.  Orneklerin  Naringin miktari mg/g yas agirhk olacak sekilde

hesaplanmustir.

3.2.4.3. Naringin Miktarimin HPLC Analizleri

Ekstraktlarda naringin analizi icin yuksek basing sivi kromatografisi
(HPLC) (Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilmigtir (Sekil 3.11). Sistemin sahip
oldugu 6zellikler Cizelge 3.5’te sunulmustur. Spektrofotometrik yontem kullanarak
gerceklestirilen naringin miktari, daha gelismis bir teknik olan HPLC sistemi ile
yeniden analiz edilmistir.
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Sekil 3.11. Naringin analizlerinde kullanilan HPLC sistemi

Cizelge 3.5. Naringin analizinde kullanilan HPLC sistemi ve Kromatografi

kosullar

Fraksiyon Kolektor FRC-10A

Degazor DGU- 14A

Sistem Kontrolor RID-10A

Pompa LC-6AD

Dedektor SPD-M10Avp DAD

Ornekleyici SIL-10AF

Kolon Firini CTO-10ASVP

Kolon Luna 5 um C18 (250 x 4.6 mm)

Kolon sicakhgi 35°C

Mobil faz A: %75 su + %10 asetonitril +
%210 metanol + %5 asetik asit

Akis hizi 1.0 mL/dk

Dalga Boyu 190-400 nm

Ekstraklarda naringin miktari, farkli konsantrasyonlardaki standart naringin
cozeltisi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen
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sonuclar mg/g yas agirlik cinsinden hesaplanmigtir. Analizler 3 tekerr(rli

yuratilmastar.

3.2.5. Molekuler Analiz Calismalar:

Toplam fenolik bilesik ve naringin analizleri sonucu elde ettigimiz veriler
degerlendirilerek molekiler analizler igin uygun ornekler belirlenmistir. Portakal
ve Altintop meyve albedolar: ile sekonder metabolit miktar: ve gelisimlerine gore

secilen kalluslar RNA sekanslama ¢alismalarinda kullanilmigtir.

3.2.5.1. RNA izolasyonu

Turuncgil kabuklarinda sekonder metabolitlerin sentezinde rol alan
genlerin tespit edilmesi amaci ile RNA izolasyonlar:1 gerceklestirilmistir. RNA
izolasyonu igin 6nceden sivi azot ile 6gutilerek -80°C’lik dolaba kaldirilmis albedo
dokular: ile ayn1 dokulardan gelismis 3. altkaltir kalluslart kullanilmistir (Sekil
3.12).

Sekil 3.12. Bitkisel kabuk dokularinin égitiulmesi. A. Altintop meyve kabuk

dokularinin ayiilmas: ve B. Albedo dokusunun sivi azot ile
ogutilmesi

RNA ekstraksiyonu igin Zrei ve ark. (2012)’nin uyguladigi metod

kullanilmistir. Bu yonteme gore iki farkli ekstraksiyon buffer hazirlanmistir.
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Ekstraksiyon Buffer I: Buffer igerigi, 2% CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide), 25 mM EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid), 100 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 2.0 M NaCl, 0.5 g/L spermidine, 2% PVP (polyvinylpyrrolidone,
molecular mass = 2.5 g/mol)’den olusmaktadir. Sollisyon 121°C’de 20 dakika
otoklav edilmis ve kullanilmadan énce 50 ug/mL proteinaz K ilave edilmistir.
Ekstraksiyon Buffer 1I: Buffer igerigi, 1.0 M NaCl, 10 mM Tris-HC1 (pH 8.0), 1
mM EDTA (pH 8.0), %0.5 sodyum dodesil siilfat (SDS, Merck)’tan olusmaktadr.
Bu karisim hazirlandiktan sonra otoklav edilmis (121°C’de 20 dakika) ve
kullanimdan 6nce 65°C’ye kadar isitilmustir.

RNA izolasyonu icin asagidaki adimlar izlenmistir;

@ Opgiitilerek saklanan 6rneklerden 0.1 g ahnarak 2 mL’lik tiiplere
aktariimigtir. Uzerine 6nceden isitilmis (65°C) Ekstraksiyon Buffer |
eklenmis ve her bir tipe 20 pL p-merkaptoetanol eklenmistir. Tupler
karistirilarak 65°C’de 15dk inkiibe edilmistir.

Tipler 4°C'de 10 dakika boyunca 10.000 xg'de santrifiije tabi tutulmustur.

Q

@ Sulpernatant alinarak 2 mL’lik yeni tuplere aktarilmis ve (zerine ayn
miktarda kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmistir. Karisim 13.000 xg’de
10 dk santrif(ij edilmistir (bu adim iki kez tekrar edilmistir).

@ Santrifljden sonra supernatant yeni tiplere alinarak tizerine ¥ hacim 10 M

lityum klorir (LiCl) eklenmis ve tlpler ters gevrilip 4°C’de bir gece inkiibe

edilmistir.

Tipler 20 000xg’de 40 dk 4°C’de santrifuj edilmistir.

@ Sulpernatant dokulerek pelet 500 puL soguk %70’lik etanol ile yikanmis ve

Q

kisa santrifuj edilmistir (Bu islem iki kez tekrar edilmistir).
@ Peletlere dnceden sitilmig Ekstraksiyon Buffer I1I’den 300 pL eklenerek
ornekler 65°C’de 15 dk bekletilmistir.
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@ Karisima esit hacimde kloroform ve izoamil alkol (24:1) eklenip
karistirilmigtir. Daha sonra 13000 xg’de 10 dk 4°C’de santriftij edilmistir
(Bu asama iki kez tekrar edilmistir).

@ Santrifijden sonra her bir tipe 0.1 oraninda 3 M Sodyum Asetat [NaOAc
(pH: 5.2)] ve 0.6 oraninda izopropanol eklenerek karistirilmis ve -20°C’de
2 saat inkibe edilmistir.

@ Tuplere 0.1 oraninda 3 M Sodyum Asetat [NaOAc (pH:5.2)] ve 0.6
oraninda isopropanol eklenmistir. Karisim -20°C’de 2 saat inkibe
edilmistir.

@ Tupler 20000 xg’de 30 dk 4°C’de santrifuj edilmis ve daha sonra pelet
%70’lik soguk etanol ile yikanarak kagit havlu UGzerinde 15 dk
kurutulmustur.

@ RNA peletleri uzerine 30 uL DEPC su ve DNase | (1 unite/L pg RNA)

eklenmistir.

3.2.5.2. RNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

Elde edilen RNA’larin kalite ve miktarini analiz etmek icin Agilent
Bioanalyzer 2100 ile NanoDrop spektrofotometre cihazlari kullanilmigtir. Ek
olarak 18S ve 28S ribozomal RNA alt birimlerinin varlig: agaroz jel elektroforezi
ile gerceklestirilmistir. Jel elektroforezi igin %0.05 etidyum bromir eklenmis
agaroz jel kullanilmis ve drnekler 100 voltta 2 saat kosturularak jel goérintiileme

sisteminde goruntilenmistir.

3.2.5.3. RNA Sekanslama Analizleri
Bitki albedo dokular: ve kalluslardan izole edilen RNA’larin sekanslanmasi
Beijing Genomics Institute (BGI) tarafindan yapilmistir. Oncelikle total
RNA’lardan mRNA’lar, Oligo (dT) teknigi kullamlarak izole edilmistir. Uygun
kosullarda izole edilen mRNA’lar parcalara ayrilmis ve daha sonra kalip olarak
kullanllan mRNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Son onarim ve tek
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nikleotid A (adenin) ilavesi icin cDNA fragmanlari EB tamponu (10 mM Tris-Cl,
pH 8.5) icerisinde ¢Ozllerek saflastirilmistir. Uygun blyukliikteki cDNA pargalari
secilerek PCR amplifikasyonu icin kullanilmigtir. Kiitiphanenin olusturulmas: ve
miktarinin belirlenmesi igin Agilent 2100 Bioanalyzer ve ABI StepOnePlus Real-
Time PCR Sistemi kullanilmistir. Olusturulan kittphane lllumina HiSeq™ 2000
sistemi kullanilarak sekanslanmastir (Sekil 3.13).

Biyoinformatik is akisinda ilk olarak temiz okumalar: (Clean Reads) elde
etmek icin dusuk kaliteli okumalar, adaptor ile okumalar ve bilinmeyen bazlar
(%5’ten daha fazla) ile okumalar filtre edilmistir. Daha sonra temiz okumalar
referans genom Uzerinde karsilastirilarak haritalandirilmistir. Bu ¢alismada Citrus
clementina’ya ait genom bilgisi referans olarak kullanilmistir. Bu genom
Uluslararas1 Turuncgil Genom Konsorsiyumu tarafindan NCBI (National Center
for Biotechnology Information) genom bankasina yuklenmis ve genom boyutunun
301.365 Mb oldugu bildirilmistir. Bu islemden sonra yeni gen tahmini, SNP ve
INDEL (tek niikleotid polimorfizm ve insersiyon/delesyon) analizleri ve gen
birlestirme analizleri yapilmistir. Devaminda 6rnekler arasindaki farkli seviyelerde
ifade olan genler (DEGs) tespit edilmis ve cluster analizleri yapilmistir (Sekil
3.14).

Referans genom ile dizilerin hizalanmasi sonucunda elde edilen veriler
BAM formatinda kaydedilerek IGV (letegrative Genomics Viewer) programi ile

goruntilenmesi saglanmustir.
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Agilent 2100 Bioanalyzer

Ilumina HiSeq 2000

Sekil 3.13. RNA-Seq analizlerinde kullanilan sistemler

l

- Verilen
Filtreleme
- —

Haritalama

l

T Veni Gen

Tahmini l

CSpresyon
Analizi

!

PP Analizi

Sekil 3.14. Biyoinformatik analizlerinde is akis diyagrami
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3.2.5.3.(1). Sekans Okumalarinin Filtrelenmesi
Elde edilen sekanslarin filtrelenmesi icin SOAPnuke paket programi

(http://soap.genomics.org.cn/)  kullamilmstir.  Filtreleme isleminde asagidaki

asamalar takip edilmistir.

1. Adaptorler ile sekanslarin birbirinden ayrilmasi,
2. Bilinmeyen bazlarin (%5’ten fazla) ayrilmas,
3. Disuk kalitedeki okumalarin kaldirilmasidir (%15’in altinda kaliteye sahip

olanlar).

Filtrelemeden sonra elde edilen okumalar ‘“Temiz Okuma’ (Clean Reads)

olarak adlandirilarak FASTAQ formatinda saklanmustir.

3.25.3.(2). Genom Haritalama ve Referans Genom ile Sekanslarin
Hizalanmasi

Haritalama calismalarinda ve sekanslarin hizalanmasinda oldukca hizls,
hassas ve yuksek dogrulukta bir yazilhm olan HISAT (Hierarchical Indexing for
Spliced Alignment of Transcripts) kullanilmistir. Elde edilen sekanslar, referans
olarak kullanilan ve genom boyutu 301.365 Mb olarak bildirilen Citrus

clementina’ya ait genom bilgisiyle karsilastiriimustir.

3.2.5.3.(3). RNA Gen Ekspresyon Analizleri

Temiz okumalarin referansa eslenmesi icin Bowtie2 kullanilmis ve gen
ekspresyon seviyelerinin hesaplanmas: icin RSEM (RNA-Seq by Expectation
Maximization) yazilim programi kullanilmustir.

Gen ekspresyon analizi icin yaygin bir yontem olan kiimeleme analizleri
kullanilarak o6rnekler arasinda ifade olan genlerin farkliliklart ve benzerlikleri

gosterilmistir.
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3.2.5.3.(4). Farkh Seviyelerde ifade Olan Genlerin (DEGs) Belirlenmesi ve
Gen Ontoloji (GO) Analizleri

Farkli seviyelerde ifade olan genlerin belirlenmesi amaci ile PossionDis
kullanilmistir. PossionDis, Audic ve ark. (1997)’min acikladigi gibi poisson
dagilimina dayanmaktadir.

Gen ontoloji analizleri icin ise http://www.geneontology.org veri bankasi

kullanilmistir. GO analiz sonuglar: ile DEG’ler siniflandirilmistir. Hipergeometrik
testlerde p degeri hesaplanmas icin asagidaki formdl kullanilmistir. Her p degeri

icin yanlis bulgu orani hesaplanmustir.

m—1 'M M
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56


http://www.geneontology.org

4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1, Klasik Ydntemlerle Sekonder Metabolitlerin Elde Edilmesi

CGalismalar kapsaminda farkli turuncggil tlr ve gesitlerinin meyvelerine ait
kabuklardan oncelikle klasik yontemlerle sekonder metabolitlerin elde edilmesi
hedeflenmistir. Ilk olarak monoterpenlerin major bilesenleri olan esansiyel yaglar,
Clavenger aparat1 kullanilarak su buhari distilasyonu yontemi ile elde edilmistir.
Distilasyon islemi igin kabuklar U¢ farkli sekilde hazirlanmis ve distilasyondan
sonra Clavenger aparatinin dereceli kismi okunarak % yag verimleri belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Turuncgil kabuklarina ait % esansiyel yag verimleri (mL/g)
UYGULAMALAR
Bitkisel Kuguk Parcall | Kurutulmus Kacuk |~ Blender ile
Materyal Kabuk Parcali Kabuk Oguttlmis Kabuk
Satsuma
Mandarin 0.4 0.57 1.6
Klemantin
Mandarin 0.4 0.69 14
Meyer Limon 0.4 0.22 2.0
Inteistoinen 0.6 0.56 1.1
Limon
Washington
Navel Portakal 0.38 0.41 4.0
Star Ruby
Altintop 0.3 0.56 1.8
Turung 0.5 0.32 2.14
Moro Kan
Portakal 0.2 0.19 4.6

o7



4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

Toplam 8 turuncgil ¢esidinden esansiyel yaglar elde edilmis ve bu yaglarin
elde edilmesinde en iyi yontemlerden birinin blender ile 6giitme isleminin oldugu
tespit edilmistir. Kabuklarin kiigiik parcalara ayrilmasi 6n isleminde tim turuncgil
cesitleri birbirine benzer sonuglar vermistir. Ozellikle satsuma mandarin, klemantin
mandarin ve meyer limonun % esansiyel yag verimleri ayn1 miktarda bulunmustur.
Kurutma 6n islemi, meyer limon ve turungta olumsuz etki yaparken Klemantin
mandarin ve Star Ruby altintop g¢esidinde yag veriminin artmasini saglamstir.
Benzer bir ¢alismada Kamal ve ark. (2011) turuncgil kabuklarindan esansiyel yag
elde etmek amaci ile farkli 6n islemler uygulamiglar ve yag verimi Uzerindeki
etkilerini incelemislerdir. Kabuklar: havada kurutulmus, firinda kurutulmus ve taze
olarak kullanmiglardir. Firinda kurutulmus kabuklardan en yulksek yag verimini
(0.40-1.07 g/100g) elde etmelerine karsin en disiik verimi taze kabuklarda (0.20-
0.30 ¢/100g) gozlemlemislerdir. Tez c¢alismalarinda benzer sonuglar olsa da
kurutma islemi, kullanilan her turunggil ¢esidi igin yag verimini artirmamistir.
Ozellikle her iki portakal cesidi ve interdonat limon icin neredeyse hig bir etkisi
olmamustir.

Kamal ve ark. (2013) yaptiklar1 farkli bir ¢alismada portakal (Citrus
sinensis), altintop (Citrus paradisii) ve mandarin (Citrus reticulate) esansiyel
yaglarint arastirmiglardir. Esansiyel yaglari hidro-distilasyon yontemi ile elde
etmigler ve en ylksek verimi mandarin kabuklarinda (0.30g/100g)
gozlemlemislerdir. En disik yag verimini ise altintop kabuklarinda (0.20g/100g)
gozlemlemislerdir. Yrtilen ¢alismalardan blender ile 6gutme o6n islemi dikkate
alindiginda en fazla yag verimi (%4.0 - 4.6) portakal gesitlerinde tespit edilirken en
disuk verim (%1.1) interdonat limonunda gézlenmistir. Portakal cesitlerinden elde
edilen veriler arastirmacilarin buldugu sonuclardan oldukga yuksektir. Mandarin
cesitleri (%1.4 - 1.6) ile star ruby altintop (%1.8) esansiyel yaglarinin da yine
yiksek miktarda oldugu gozlemlenmistir. Ferhat ve ark. (2016) calismalarinda
limon kabuklarindan esansiyel yag elde etmek icin hidrodistilasyon (HD), soguk

presleme ve mikrodalga klavenger veya hizlandirilmis distilasyon (MAD)
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metotlarin: karsilagtirmiglardir. Yag verimleri dikkate alindiginda HD (%0.21 w/w)
ile MAD (%0.24 w/w) yontemlerinin en iyi sonu¢ verdigi ve her iki metodun
benzer sonuglara sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada, sadece meyer
limonun kurutma on islemi sonucu elde edilen yag miktar1 (%0.22) ile benzer
sonug verdigi gozlemlenmistir. Kullanilan her iki limon ¢esidi icin caligmalarda

daha yiiksek miktarda yag eldesi gergeklestirilmistir.

4.1.1. Esansiyel Yaglara Ait Kimyasal Bilesiklerin Belirlenmesi

Turuncgil cesitlerinden elde edilen esansiyel yaglarin analizleri, gaz
kromatografisi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS) (Agilent Technologies) cihazi
kullanilarak yapilmustir. Turuncgil cesitlerine ait esansiyel yaglarin kimyasal
icerikleri EK 1’de detayl: olarak sunulmustur. Calismalarda kullanilan turuncgil
yaglarinin sahip oldugu kimyasal bilesikler arasinda ortak olanlardan bazilar
Cizelge 4.2’de sunulmustur. GC-MS analizleri sonucunda tiim esansiyel yaglarin
sahip oldugu kimyasal bilesikler arasinda D-limonen’in major bilesik oldugu tespit
edilmistir. Esansiyel yag veriminde oldugu gibi D-limonen miktarinda da yine her
iki portakal ¢esidinin (Washington Navel ve Moro) oldukga yiliksek degere sahip
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).
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GCizelge 4.2. Turunggil esansiyel yaglarinin sahip oldugu ortak kimyasal
bilesiklerden bazilar

a-pinene

Sabinene

3-pinene
3-myrcene
D-limonene

Satsuma Mandarin 1.29 0.22 0.45 2.30 86.33

Klemantin Mandarin 0.45 0.55 0.04 3.09 90.88

Meyer Limon 1.93 0.32 1.06 2.24 75.50

interdonat Limon 2.04 1.57 9.51 1.68 66.58

Washington Navel

Portakal 0.91 0.92 0.04 2.63 92.01

Moro Kan Portakal 0.90 0.79 0.05 2.46 93.32

Star Ruby Altintop 0.92 2.39 0.26 2.23 89.82

Turung 0.80 0.26 0.81 2.39 89.30

Bu konuda yapilmis oldukca fazla calisma bulunmaktadir. Birgogu
turuncgillerden esansiyel yaglarin elde edilmesi ve bu yaglarin kimyasal
kompozisyonunun aydinlatiimast ile ilgilidir. Ferhat ve ark. (2016) farkli metotlar
kullanarak turuncgil kabuklarindan esansiyel yaglar elde etmisler ve kimyasal
iceriklerini GC-MS ile analiz etmislerdir. GC-MS sonuglarina gore ana bilesenin
D-limonen oldugunu tespit etmislerdir. Washington navel portakalinda yiiksek D-
limonen icerigini soguk pres (CP) (%94.89) yonteminde bulmus olmalarina ragmen
bu yontemde yag veriminin (%0.05 w/w) olduk¢a duslik oldugunu tespit
etmiglerdir. Limonda (Eureka) ise limonen miktarinin %69.65-75.68 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir. Benzer olarak tez kapsaminda elde edilen donuglarda
da major bilesigin d-limonen oldugu tespit edilmistir. Calismalarda kullanilan

hidrodistilasyon yonteminde elde edilen yaglarin GC-MS sonuglarina gore limon
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cesitlerinin %66.58 - 75.50 oranminda D-limonen icerdigi tespit edilmistir. Bu
verilere gore arastirmacilarin galismasi ile benzer sonuglar gézlemlenmistir.

Geraci ve ark. (2016) yaptiklari calismada 12 portakal cesidine ait
kabuklardan esansiyel yaglari buhar distilasyonu ile elde etmislerdir. Ek olarak
sectikleri 5 ornegi hekzan ile ekstrakte etmislerdir. Kimyasal bilesenleri GC-MS
kullanarak analiz etmislerdir. Esansiyel yaglarda toplam 54 bilesik tespit ederek bu
bilesikler icerisinde D-limonenin major bilesik oldugunu ve miktarinin %73.9 ile
%97.6 arasinda degistigini belirlemiglerdir. Manaila ve ark. (2016) bes farkh
turuncgil cesitine ait ugucu yaglarin verimini ve kimyasal kompozisyonunu
calismiglardir. Esansiyel yaglari hidrodistilasyon ile elde etmisler, analizleri ise
GS-MS ve FTIR (Fourier Donlsumlil Infrared Spektrofotometre) kullanarak
gerceklestirmislerdir. Tim yaglarda D-limonen’in (%80.26 - 98.68) ana bilesik
oldugunu tespit etmislerdir. En vyiksek yag verimini altintopta (%2.47)
gozlemlerken en dlsuk yag verimini sadokta (%0.53) go6zlemlemislerdir.
Galigmalar kapsaminda ydritilen GC-MS sonuglarina gore ise D-limonen
miktarinin - %66.58 (Interdonat limon) ile %93.32 (Moro kan portakal) oldugu
tespit edilmistir.

Ydurdtilen calismalar ve onceki calismalar dikkate alinarak sekonder
metabolitlerin biyoteknolojik yontemlerle elde edilmesi calismalarinda kullanilacak

bitkisel materyallerin portakal ve altintop oldugu belirlenmistir.

4.2. Biyoteknolojik Yéntemlerle Sekonder Metabolitlerin Elde Edilmesi

4.2.1. Kallus Kulturi

4.2.1.1. Uygun Eksplant, Besi Ortamu ve Kiltur Sartlarinin Belirlenmesi
Kallus kiltird galismalarinda, ‘Washington Navel’ portakal ve ‘Star Ruby’

altintop meyvelerine ait eksplantlar kullanilmistir. Kallus gelisimleri periyodik

olarak kontrol edilmis ve her dort haftada bir alt kiltire alinmistir. Karanlik ve

aydinhik koltlr kosullarinda gelisim gosteren kalluslar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Aydinlik kiltir kosullarinda “Washington Navel’ portakal ve ‘Star Ruby’
altintop meyve eksplantlarindan gelisen kalluslar. A. Altintop albedo,

B. Altintop kabuk, C. Altintop meyve kesiti, D. Portakal albedo, E.
Portakal kabuk, F. Portakal meyve kesiti.

/B

i

Sekil 4.2. Karanlik kultlr kosullarinda “Washington Navel’ portakal ve ‘Star Ruby’
altintop meyve eksplantlarindan gelisen kalluslar. A. Altintop albedo, B.

Altintop kabuk, C. Altintop meyve kesiti, D. Portakal albedo, E.
Portakal kabuk, F. Portakal meyve kesiti.

62




4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

Kallus kiiltird ¢calismalar: tg tekerrdirli olarak ylratilmus ve meyvelere ait
kalluslarin gelisimleri yizde (%) olarak hesaplanmistir. Bitkisel materyal, eksplant
kaynagi, kallus agirlik fark: (1. altkdltar ile 3. altkultur arasindaki gram (g) olarak
agirlik farki) ve gelisim yuzdelerinin varyans analizleri JMP-8 istatistik paket
programina yuklenerek farkl: bitki bliyliime diizenleyicileri ile hazirlanmis 12 ortam
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farklar LSD ¢oklu karsilastirma testi ile
karsilastirilmistir. Aydinlik (16/8 saat aydinhk/karanlik) (Cizelge 4.3 ve 4.4) ve
karanlik (tamamen karanhik) (Cizelge 4.5 ve 4.6) kiltir kosullarinda gelisen
kalluslar ayr1 ayri degerlendirilmistir.

Istatistik sonuglar1 dikkate alindiginda aydinhik kiiltiir kosullarinda tiim
faktorlerin degerlendirilmesi ile kallus gelisimi portakalda altintopa gére daha iyi
sonug vermistir. Buna gdre hesaplanan gelisim ortalamasi, portakal i¢in %36.26 ve
altintop icin ise %27.00 olarak tespit edilmistir. Portakal ve altintop sonuglarinin
birlikte degerlendirilmesi ile eksplant kaynag: olarak en iyi gelisim %52.31 ile
albedo'da gozlenmistir. Meyve kesitinde %42.12 ve kabukta ise %0.46
olarak hesaplanmistir. Hem istatistik sonuclart hem de yapilan gozlemler
degerlendirildiginde kabuk eksplantinin iyi bir gelisim gostermedigi tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.3. Aydinhik kiltir kosullarinda farkli bitkisel materyal, eksplant ve

ortamlarda gelisen kalluslarin orani (%).

PORTAKAL ALTINTOP
AYDINLIK = e
Gelisim Geligim
mg/L Albedo Kabuk Meyy_e Albedo | Kabuk Meyyg
kesiti kesiti
55.55
01| (4824) | 0(0) (78882.2)8ab 00 |01 0(0)
“ cdef )
S 72.22 7777
a 88.88 66.66
=
§| 3| 10 [s2gyap | PO ] (0320 | (0048 HOO)1] (g0) peg
£
77.77 55.55
20| (66.48) | 0(0) 66'?)%60) 100;1(90) 0(0)1| (48.24)
abcd cdef
01| oh |o@i| o |[*EIV 00| 0
o
o 7777 | 1111
o
S/ 5|10 (6648 |(L75)|1000)a | ) fo©| 0@
IR abcd hi
> 7777
20 | 100(90)a | 0(0)1 | 0(@)1 | (71.75) |0@©) | 0(0)1
abc
55.55 22.22
01| (5350) | 0@) | 966860 | 1554 (0@ 1| 0(0)
bcd
o bcde ghi
I 66.66
p 22.22 83.33 (75) 83.33
8| 3| M0 |aszaygni| OO | anc (53(.;%9) 01| 75y abc
¥ 66.66 65.68 80.55
2.0 (53.%9) 0O | (78.24) ab (6%251) 00)1| 0(0)1
C abC
22.22 83.33
. 0.1 (18.24) ghi 0(0)1 0(0)1 001 |[0(0): (75) abc
Sl A 55.55 44.44
=l 9110 350 | 0@ 1| 0@ | (4175 |[0(0)1| 0(0)1
o bede defg
< 22.22 33.33 72.22
20| (2350) | 0(0) 83'2";575) (29.99) |0(0) 1| (63.24)
fghi efgh abcd

LSD bitkisel materyal: 4.52***

LSD eksplant: 5.53***

LSD ortam: 11.07***

LSD bitki x eksplant x ortam: 27.12***
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Cizelge 4.4. Aydinhik kiltir kosullarinda farkli bitkisel materyal, eksplant ve
ortamlarda gelisen kalluslarin agirlik oran:.

PORTAKAL ALTINTOP
AYDINLIK
Agirhk Farki (g) Agirhk Farki (g)
mg/L Albedo | Kabuk | WY | Albedo | Kabuk | 'orr®
0.22 0.62
o 0.1 KImnopq Oq cdefg 0.03 nopq Oq 0q
o
|13 )10] 102b | oq | 955 |ossefghi| oq | 23
E ~ | ' efghi : fghijkl
E
0.79 0.43
2.0 0.98 b 0q bede 217 a 0q fghijk
0.05
s 0.1 Oq 0q 0q mnopq 0q 0q
—
a)
£ < (10| 062cderg | 20t 032 1 588bed | 0 q 0q
Q| N pq hijklm
E
2.0 | 0.60 defgh 0q 0q h|cj)kl3n11n 0q 0q
0.25 0.32
o 011 jkmnopg | %9 | hijkim 0q 0q 0dq
o
)
I= 0.28 0.51 0.03 0.26
g :,— 1.010.13Imnopg | 0 g ijkimnop efghij opq |jkimnopqg
X 0.35
20| 0.88hbc 0q ghijkl 0.64 cdef 0q 0q
0.17 0.62
8 0.1 KImnopq Oq 0q 0.03 opq 0q cdefg
2 Er 1.0 | 0.35 ghijkl 0q 0q 0.40 0q 0q
E 1 ' fghijkl
o2 0.11 0.31 0.25 0.23
2.0 Imnopq 0q ijkimno | jklmnopq 0q jkimnopq
LSD bitkisel materyal: 0,04*** LSD ortam: 0,11***
LSD eksplant: 0,05*** LSD bitki x eksplant x ortam: 0,28***
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Cizelge 4.5. Karanhik kiltar kosullarinda farkli bitkisel materyal, eksplant ve
ortamlarda gelisen kalluslarin orani (%).

PORTAKAL ALTINTOP
KARANLIK - —
Gelisim Gelisim
mg/lL | Albedo | Kabuk | MEYE | Albedo | Kabuk | MeYve
kesiti kesiti
88.88
100 (90) 100 (90) 83.33
01| P 0(0) g A (7824) | 009 | 5 ap
- ab
S|a 88.88 88.88
£1<|10 100a(90) (78.24) | 0(0)g | (78.24) | 0(0) g ggf:b
= N ab ab
88.88
20| (1824) | 0@g | 0@g | Y 0y | 009
ab
66.66
01| (59.99) | 00 g | 0@g |°C) | 90g | 0(0)g
a
S bcd
4| a 88.88 77.77
g || 10| (78.29) 10°a(90) 0(0)g 10°a(90) (66.48) | 0(0)g
-E ab bc
100 (90) 100 (90) | 100 (90) 83.33
20| 0% | ggggan | 10 A 009 | o ab
5555 88.88
01| 4824) | 0(0)g | 0(0)g 100a(9°) 00)g | (78.24)
o cde ab
5| A 66.66 88.88
£]< (10| 59.99) | 0(0)g | 0 g | (78:24) | 0(0)g 1°°a(9°)
c |« bcd ab
* 33.33 100 (90) | 100 (90) | 100 (90)
20| (29.99) | 0(0)g | 0(0)g
of a a a
44.44 61.10 88.88
01| (41.75) | 0(0)g | 0(0)g | (51.48) | 0(0)g | (78.24)
g def cd ab
<18 33.33 100 (90) | 100 (90
£ %|10| panoy| 00 0) 10000 | 510 | 0(0)g
S 55.55
x .
20| (4824) | 0(0)g | 000)g 100a(90) 0(0)g 100a(90)
cde
LSD bitkisel materyal: 3.36*** LSD ortam: 8.23***
LSD eksplant: 4.11*** LSD bitki x eksplant x ortam: 20.16***
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Cizelge 4.6. Karanhk kiltar kosullarinda farkli bitkisel materyal, eksplant ve
ortamlarda gelisen kalluslarin agirlik oran:.

PORTAKAL ALTINTOP
KARANLIK
Agirhk farki (g) Agirhk farki (g)
mg/L Albedo Kabuk Meyy_e Albedo | Kabuk Meyyg
kesiti kesiti
0.80 1.07 2.01
- 0.1 Imnopq 0t 1jklm abcd 0t 1,53 fgh
2lo 0.67 0.97 1.02
S| < |10 ' ) 0t ' 0t 2.18 ab
Q| N nopqr kimno kimn
E
2.0 0.96 Ot Ot 1.67 Ot Ot
kimnop defg
0.1 0.68 Ot Ot et Ot Ot
o nopqr kimn
oo 0.89
S| <|1.0 : 1.22hijk| Ot 0.22 st | 0.61 pgr 0t
Q| N kimnop
E
0.73 . 1.56 1.38 1.90
28 mnopgr 1.13 1jkd efgh ghij Ot bcde
o 0.1| 0.53 grs Ot Ot 0.54 qgrs Ot 1.52 fgh
- a 1.00
c .
E’ : 1.0 | 0.63 opqr 0t 0t Klmn 0t 235a
X 1.06 1.78
2.0 | 0.48qrs 0t Ot iKim cdef 1.50 fgh
o 01| 0.42rs Ot Ot 0.49 grs Ot 1.53 fgh
o
o |9)10| 042rs | ot |205abc|051qrs| Ot ot
hé - 0.77 1.23
Z 2.0 mnopqr 0t 0t ik 0(0)G | 1.42ghi
LSD bitkisel materyal: 0.05*** LSD ortam: 0.14***
LSD eksplant: 0.07*** LSD bitki x eksplant x ortam: 0.35***

Turuncgil meyve kabuklarindan kallus elde edilmesi ile ilgi oldukca sinirh
calisma olmasina ragmen Brunet ve Ibrahim (1973) portakal ve limona ait meyve
kabugundan (albedo dokusu ayirilmis) kallus elde etmislerdir. Kallus elde edilmesi

ve devamliligr icin ise hindistan cevizi suttind kullanmislardir.
67



4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

Kultir ortamlari gelisim yonunden degerlendirildiginde ise en iyi sonug
veren 4 ortam; 0.1 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D igeren ortam %50.92, 0.1 mg/L
kinetin + 2.0 mg/L 2,4D iceren ortam %49.99, 1 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D
iceren ortam %48.14 ve 5.0 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D iceren ortam %42.59
olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

Aydinhk kulttr kosullarinda gelisen kalluslarin agirhik degisimleri dikkate
alindiginda énemli bir fark olmamakla beraber portakalin 0.24 g, altintopun ise
0.21 g oldugu hesaplanmistir. Eksplantlar degerlendirildiginde en iyi gelisim
gosteren eksplantin albedo (0.46 g) oldugu gdzlenmistir. Diger eksplantlardan
meyve Kesiti igin agirlik farki 0.22 g ve kabuk i¢in ise 0.001 g hesaplanmustir. Bitki
blyume dlzenleyicileri ile hazirlanan ortamlara ait sonuclar degerlendirildiginde;
0.1 mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D (0.72 g), 0.1 mg/L kinetin + 1 mg/L 2,4D (0.42
g), 5.0 mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D (0.31 g) ve 1 mg/L kinetin + 1 mg/L 2,4D
(0.30 g) iceren ortamlarin en iyi 4 ortam oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).

Karanlhik kiltar kosullarindaki verilerin  degerlendirilmesi sonucunda
meyve kesitlerinin kallus gelisimi; altintop i¢in %56.48 ve portakal icin ise %39.19
olarak bulunmustur. Aydinlik kosullara benzer olarak burada da en iyi gelisim
gosteren eksplantin albedo (%81.71) oldugu tespit edilmistir. Meyve kesiti
eksplantinda %42.82 ve kabuk eksplantinda ise %18.98 olarak hesaplanmustir.
Kiltir ortamlar: gelisim yoninden degerlendirildiginde en iyi sonug veren 4 ortam;
1 mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D igeren ortam %78.70, 0.1 mg/L kinetin + 0.1 mg/L
2,4D iceren ortam %62.03, 1 mg/l kinetin + 1 mg/L 2,4D iceren ortam %61.11 ve
0.1 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L 2,4D iceren ortam %60.18 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.5).

Karanlik kulttr kosullarinda gelisen kalluslarin agirlik farklar: altintop igin
0.79 g ve portakal icin 0.44 g olarak tespit edilmistir. Eksplantlar
degerlendirildiginde albedo (0.84 g) ile meyve kesitinin (0.77 g) yakin degerler
vermesine karsin kabuk eksplantinin 0.23 g oldugu hesaplanmistir. Bitki blyime

dizenleyicileri ile hazirlanan ortamlara ait sonuglar degerlendirildiginde ise; 1.0
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mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D (1.12 g), 0.1 mg/L kinetin + 0.1 mg/L 2,4D (0.90 g),
0.1 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D (0.81 g) ve 5.0 mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D
(0.80 @) iceren ortamlar iyi sonuc¢ vermistir. Farkli konsantrasyonlarda bitki
blyume dulzenleyicilerin kallus olusumu (zerinde 6nemli etkilerinin oldugunu
vurgulayan oldukca fazla ¢alisma mevcuttur (Rayle ve ark., 1982; Popescu ve ark.,
1997; Kramut ve Te-chato, 2010; Amiri ve ark., 2013). Kamruzzaman ve ark.
(2015) Citrus reticulata Blanco. ve Citrus medica L. gesitlerine ait tohumlardan
yeni bitkicikler gelistirmislerdir. Bu bitkiciklerin stirgiin ve yapraklarin: kullanarak
kallus elde etmek amaci ile ortam denemeleri yapmuslardir. C. reticulata tohumlari,
6-benzilaminopurin (BAP) (0.5 mg/L) + 1-naftalinasetik asit (NAA) (2.0 mg/L) +
kinetin (KIN) (1.0 mg/L) ile desteklenmis MS (1/2 oraninda) ortaminda iyi
cimlenme (%90) gosterirken, C. medica tohumlarinda BAP (1.0 mg/L) + NAA (0.5
mg/L) daha iyi sonug (%92) vermistir. C. reticulata’ya ait yaprak ve sirgin
eksplantlarinda 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) (1.0 mg/L) ) + BAP (0.5
mg/L) + NAA (0.25 mg/L) iceren ortamin surgun eksplantlari igin (%95), 2,4-D
(1.0 mg/L) iceren ortamin ise yaprak eksplantlari (%90) icin ideal kallus kultlru
ortami oldugu bulunmustur. C. medica’mn hem yaprak hem de strgin
eksplantlarinda 2,4-D (1.0 mg/L) iceren ortamin kallus gelisiminde (%80) basarili
oldugunu tespit etmislerdir. Yuritllen tez calismalar1 kapsamindan kinetin ve 2,4
D’nin kallus gelisiminde oldukga etkili oldugu belirlenmistir.

Istatistik sonuglar1 ve gozlemlerin degerlendirilmesi ile 12 ortamdan en
uygun bitki blytume dizenleyicilerini iceren 4 ortam (0.1 mg/L kinetin + 1.0 mg/L
2,4D, 0.1 mg/L kinetin + 2.0 mg/L 2,4D, 1.0 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D ve 5.0
mg/L kinetin + 1.0 mg/L 2,4D) secilmistir. Yeniden adlandirilan bu ortamlar
Cizelge 4.7°de sunulmustur. Ek olarak kallus gelisimi ¢ok basarili olmayan meyve
kabugu eksplanti ¢alismalarda kullanilmamistir. Bu ortamlar ve iki eksplant
kaynagi (albedo ve meyve Kkesiti) sekonder metabolitlerin biyoteknolojik

yontemlerle elde edilmesi amaci ile kallus kulturt ¢galismalarinda kullaniimastr.
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Cizelge 4.7. MT besin ortamina eklenen bitki biylme diizenleyicileri ile ortamlara
verilen kisa kodlar

o Farkli Konsantrasyonlardaki Bitki Bliylime
rtam - L
Duzenleyicileri
o1 0.1 mg/L Kinetin + 1 mg/L 2,4D
02 0.1 mg/L Kinetin + 2 mg/L 2,4D
03 1.0 mg/L Kinetin + 1 mg/L 2,4D
04 5.0 mg/L Kinetin + 1 mg/L 2,4D

4.2.1.2. Sekonder Metabolitlerin Biyoteknolojik Uretimi icin Gerekli
Kalluslann Gelistirilmesi

Portakal ve altintop meyvelerine ait eksplantlar kullanilarak secilen dort
ortamda tekrar kiltire alinmiglardir. Yeteri kadar kallusu elde etmek icin cok

sayida kultire alma islemi yapilmis ve gelisen kalluslar bulyukliklerine gore

altkulttrler boyunca parcalara ayirilmustir.

Sekil 4.3. Kalluslarin gelistirilmesi (A) ve buyiyen kalluslar1 pargalara ayirilarak
(B) altkiiltire alinmasi.

Bu ortamlarda gelisen kalluslardan sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu

yapilarak toplam fenolik bilesik ve naringin miktar analizleri yapilmustir.
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4.3. Sekonder Metabolitlerin Enstrimental Analiz Bulgular
4.3.1. Kallus Kilturlerinde Toplam Fenolik Bilesik ve Naringin Miktan
Sekonder metobolit dretiminin arastirilmas: amaci ile segilen ortamlarda
gelisen kalluslara ait ekstraktlar toplam fenolik bilesik ve naringin miktar analizi
icin degerlendirilmistir. Analizlerde, toplam fenolik bilesik icin gallik asit ve
naringin miktar: icin ise standart naringin cozeltilerinin absorbanslar: ile
konsantrasyonlar: kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrileri kullaniimistir (Sekil
4.4 ve 4.5). Elde edilen sonuclar her ekstrakt igin mg/g yas agirlik cinsinden

hesaplanmis ve meyveler (portakal ve altintop) ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Calbeation Curyve

0.567 T T T |
0.454 | -
0341 | .
Abs
0.228 | v -
2
R": 0,9994
0115 .
000z 1 1 | !
1.3 105.8 2103 3148 4183 5238
Kons. [mg/L]

Sekil 4.4. Gallik Asit’e ait kalibrasyon grafigi
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Calibration Curve

0,150 ’ , . ;
0124 F |
0,098 F |
Abs
0,071 F .
R’: 0,9993
0,045 F :
u,l:”g 1 1 1 1

16.3 94,8 933 1318 170.3 2088

Kons. [mg/L]
Sekil 4.5. Naringin’e ait kalibrasyon grafigi

Her bir meyveye ait eksplantlar (albedo ve meyve kesiti), ortamlar ve
aydinlik (16/8 saat aydinlik/karanhk) ile tamamen karanlikta gelisen kallus
ekstraktlarina ait enstriimental analizler 3 tekerrtrli olarak yuratiilmustir. Varyans
analizleri JMP-8 istatististik paket programi ile gergeklestirilmis ve farkliliklar
LSD coklu Kkarsilagtirma testi ile karsilastirillmistir. Toplam fenolik bilesik ve

naringin miktar analizlerine ait sonuclar Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli ortam ve kiltiir kosullarinda gelisen portakal kalluslarinin
altkiltirler boyunca toplam fenolik ve naringin miktari

‘—E_ % E Toplam gsg;zl;k Bilesik Naringin (mg/g)
E“U)J < @ Aydinlik Karanhk Aydinlik Karanhk
01| 1421hik | 0,548jk | 0,143e 0,063 h
1 02 2,796 a 2,636 a 0,229 a 0,225 a
03| 0290q |1470de| 0,017p 0,169 b
04 1,988 bcd 2,147 b 0,091 0,137d
o1 1,056 mno 0,268 | 0,050 Imn 0,0121
5 02 | 1,745 cdefg 0,506 k 0,107 h 0,030 k
03| 0596pq |1,359de| 0,03lop | 0,154c
3 04 | 1,798 cdef | 2,747a | 0,122fg | 0,096 fg
'<% o1 1,784 cdef 0,751 ij 0,165d 0,060 h
3 02 0,941 0 0,810 hi 0,040 no 0,031 k
03 2,744 a 1,688 c 0,190 c 0,064 h
O4 2,968 a 2,010b 0,206 b 0,113 e

o1 1,363 ijkim - 0,064 ki -

4 02 0,960 o 5 0,063 kI -

O3 | 1,125 kimno . 0,088 -

04 0,907 o - 0,043 mno -
01| 1436ghij |0988gh| 0,089 0,031 k
1 02 0,998 no 0,770 0,058 ki 0,045 ij
" 03| 1,752cdef | 06350k | 0,152de | 0,052 hij
o4 1,381 ijkl 1,019 gh 0,128 f 0,063 h
= O1 | 1515fghij | 1,263ef | 0,118fgh | 0,057 hi
£ 02 | 1,297 jkimn | 1,010gh | 0,081 j 0,0121
2| % 03| 2045bc | 2093b | 0149e | 0.155¢
= 04 | 1,709 defgh | 1,433de | 0,117fgh | 0,084 g
o1 0,987 o 0,687 ijk 0,056 kim 0,041 jk
4, | 02| 1629efghi | 1,100fg [ 0.111gh 0,062 h
03 | 1,914 bcde | 1,500 cd 0,116 fgh 0,093 fg
04 1,106 Imno 0,847 hi 0,070 jk 0,103 ef
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Cizelge 4.8’in devam

‘% E c Toplam Fenolik Bilesik Naringin (mg/g)
23| ¢ (mg/g)
Nl |©° Aydinhk Karanlik Aydinlik Karanlk
© o1 2,131b - 0,107 h -
2 G 4 02 0,828 op . - 0,051 Imn -
2 ¢ 03 | 1,620 efghi - 0,109 gh -
04 1,429 hijk - 0,089 i -

Aydinhik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.07***, LSD ortam: 0.10***, LSD
altkaltir: 0.10***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.30***, Karanlik Toplam Fenolik
Bilesik: LSD eksplant: 0.06***, LSD ortam: 0.08***, LSD altkultir: 0.07*** LSD
eksplant x altklltlr x ortam: 0.21*** Aydinhk Naringin: LSD eksplant: 0.003***, LSD
ortam: 0.005***, LSD altkdltur: 0.005***, LSD eksplant x altkultir x ortam: 0.014***,
Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.003***, LSD ortam: 0.005***, LSD altkiltur:
0.004*** LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.012***,

Portakal kallus ekstraktlarina ait toplam fenolik bilesik ve naringin miktar
analiz sonuglar: dikkate alindiginda birgok faktoriin bu degerler (izerinde etkili
oldugu gozlemlenmistir. Aydinlik kiltur sartlarinda cok fazla fark olmasa da
fenolik bilesik yonunden en iyi eksplant kaynaginin albedo (1.530 mg/g), en iyi
kiltar suresinin 3. altkdltlr ve en iyi ortamin O4 oldugu tespit edilmistir. En dusiik
sonug veren ortamin O2 ve kiltur sdresinin 4. altkiltir oldugu gozlemlenmistir.
Benzer olarak aydinlik kiltir sartlarinda naringin miktari incelendiginde en iyi
eksplantin albedo (0.103 mg/g), en iyi kiltir siresinin 3. altkultlr ve en iyi ortamin
O4 ile O3 oldugu tespit edilmistir. En diisiik naringin miktarina sahip ortamin O2
ve Kkultlr siresinin ise 4. altkiltur oldugu belirlenmistir. Portakal eksplantlarinin
aydinlik kosullarda gelisen kalluslarinda, toplam fenolik bilesik ve naringin miktar:
sonuglart benzerlik gostermistir. Karanhk kultir kosullarinda gelisen portakal
kalluslar1 incelendiginde en iyi eksplant albedo (1.411 mg/g), en basarili kultlr
sresi 2. ve 1. altklltir iken O4 ortaminin en iyi ortam oldugu tespit edilmistir.
Naringin miktarina gore en iyi eksplant albedo (0.096 mg/g) ve ortam O3 olarak
tespit edilmistir. Kultlr sdresinde ise 1. altkultirun daha iyi sonuc verdigi

gorulmustar.
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Cizelge 4.9. Farkli ortamlar ve altkiiltirlerde gelisen portakal kalluslarinin aydinhik
ve karanlik kiltir kosullarindaki fenolik bilesik ve naringin miktar

E,, % § Toplam gsn;z}l;k Bilesik Naringin(mg/g)
X % ) Albedo | Meyve kesiti| Albedo | Meyve kesiti
O1 | 0,548 kim 0,988 ijk 0,063 i 0,031 |
L 02 2,636 b 0,770 kI 0,225 a 0,045 jk
03 | 1,470 fgh 0,635 | 0,169 ¢ 0,052 ijk
04 2,147 ¢ 1,019 ij 0,137 ef 0,063 hi
o Ol | 0,268n 1,263 gh 0,012 m 0,057 i
s, 02 | 0,506 Imn 1,01 j 0,030 kI 0,012 m
5 03 1,359 h 2,093 a 0,154 cd 0,155 a
O4 | 2,747 ab 1,433 efg 0,096 h 0,084 f
O1 | 0,751kl 0,687 | 0,060 i 0,041 kI
h 02 | 0,810ijk 1,1 hi 0,031 kK 0,062 hi
03 | 1,688 efg 1,5 defg 0,064 i 0,093 ef
04 | 2,010cd 0,847 ik 0,113 g 0,103 de
Ol | 1,421gh 1,436 efg 0,143 de 0,089 f
1 02 | 2,796 ab 0,998 ijk 0,229 a 0,058 hi
" | 03| 0,290 mn 1,752 bc 0,017 Im 0,152 a
04 | 1,988 cd 1,381 fg 0,091 h 0,128 b
o o1 1,056 i 1,515 cdef 0,050 ij 0,118 bc
= 5 02 | 1,745 def 1,297 fgh 0,107 gh 0,081 fg
S 03 | 0,462 mn 2,045 a 0,031kl 0,149 a
< 04 | 1,798 de 1,709 bed 0,122 fg 0,117 bc
O1 | 1,783de 0,987 ijk 0,165 ¢ 0,056 ij
3 02 0,941 ij 1,629 cde 0,040 jk 0,111 cd
" | 03| 2,744 ab 1,914 ab 0,190 b 0,116 bc
04| 2968a 1,106 hi 0,206 b 0,070 gh

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.080***, LSD ortam: 0.113*** LSD
altkultar: 0.098*** LSD kultur kosulu x altkultir x ortam: 0.278***, Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kultir kosulu: 0.069***, LSD ortam: 0.097***, LSD
altkalttr: 0.084*** LSD kultir kosulu x altktltir x ortam: 0.239*** Albedo Naringin:
LSD kultir kosulu: 0.004***, LSD ortam: 0.006***, LSD altklttir: 0.005***, LSD kdlttr
kosulu x altkdltir x ortam: 0.016***, Meyve Kesiti Naringin: LSD kiltur kosulu:
0.003***, LSD ortam: 0.005***, LSD altkiltur: 0.004***, LSD kdiltlr kosulu x altkltiir x
ortam: 0.012***,
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Portakala ait iki farkli eksplantin (albedo ve meyve kesiti) sahip oldugu
toplam fenolik bilesik ve naringin miktarina, kdltur kosullarinin etkisi ayrica
incelenmistir. Albedo ekstraklarindan elde edilen toplam fenolik bilesik
sonuglarina gore aydinhik kiltir kosullari karanliga gore daha iyi sonug vermistir.
En basarili ortamin O4, en iyi kiltlr stresinin ise 3. ve 1. altklltir oldugu tespit
edilmistir. Meyve kesiti kallus ekstraktlarindan elde edilen fenolik sonuglarina gore
en iyi kdltur kosulunun aydinhik oldugu tespit edilmistir. Kultlr suresi
incelendiginde ise 2. altkdlturin digerlerine gore daha iyi sonu¢ verdigi
gozlemlenmistir. Ortamlar icerisinde O3 ve O4’Un fenolik bilesik yodninden
digerlerine gore daha basarili oldugu bulunmustur. Albedo ekstraklarindan elde
edilen naringin miktar1 incelendiginde aydinlik kaltir kosullarinin karanhga gore
daha iyi sonuc verdigi tespit edilmistir. Ortamlar degerlendirildiginde O4’Un
digerlerine gore daha basarili ve 1. altktltirtn de kalttr siiresi olarak en iyi oldugu
bulunmustur.  Meyve  kesiti  eksplanti  naringin  miktar1  yoniinden
degerlendirildiginde aydinhik kiltir kosullarimin daha iyi sonu¢ verdigi tespit
edilmistir. Ortam O3 ve O4 ile 2. altkultirtn digerlerine gore daha basarili oldugu
tespit edilmistir. Tm bu veriler dogrultusunda toplam fenolik bilesik ve naringin
miktar1 analizlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Her iki eksplantta
da aydinlik kultir kosullarimin toplam fenolik madde ve naringin miktar:
bakimindan daha iyi oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak birgok arastirma 1s1gin
metabolitler Gzerinde farkli etkileri oldugunu vurgulamistir. Carvalho ve ark.
(2016) feslegende (O. basilicum L.) mavi/kirmizi/sari dalga boylarinin
monoterpenoid ve indirgenmis fenilpropanoidlerin Uretilmesi tetikledigini ancak
mavi/kirmizi/uzun dalga boylu kirmizi 11k uygulamasinin seskiterpenoid ugucu

bilesiklerin miktarini artirdigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.10. Farkli ortam ve kultir kosullarinda gelisen altintop kalluslarinin
altkiltirler boyunca toplam fenolik ve naringin miktari

g. - é % Toplam Fenolik Bilesik (mg/g) Naringin (mg/g)

tsl=ss 6 Aydinlik Karanlik Aydinhk Karanlik
01 1,436 fg 2,083 e 0,276 c 0,634 a
1 02 1,594 def 3,500 a 0,090 mno 0,484 b
" | o3 1,392 fg 1,804 fg 0,035 rst 031le
04 2,381b 2,367d 0,117 ijk 0,384d
o1 1,584 ef 1,989 ef 0,121 ijk 0,250 f
2 02 2,253 b 2,010 ef 0,168 fg 0,088 hi
o " | o3 1,801 de 3,116 b 0,201 e 0,450 c
3 04 2,955 a 2,740 c 0,224d 0,172 g
§ o1 1,333 fgh 1,120 j 0,078 no 0,052 jk
3 02 0,542 n 0,680 Im 0,035 rst 0,021 kI
" | 03 0,937 jkim 0,820 kI 0,046 grs 0,029 kI
04 1,435 fg 1,090 ij 0,243d 0,188 g

o1 1,193 ghij - 0,113 jk -

4 02 0,488 n - 0,013 uv -

03 0,556 n - 0,025 tuv -

04 0,987 ijkl - 0,087 mno -
01 3,059 a 1,537 h 0,284 c 0,0181
1 02 1,556 ef 2,008 ef 0,149 gh 0,158 g
" | 03 3,002 a 2,933 bc 0,380 a 0,399d
04 1,455 fg 2,923 bc 0,105 jkim 0,444 c
01 0,722 Imn 0,810 kI 0,094 Imn 0,068 ij
_ 15 02 1,09 hijk 1,480 h 0,052 gr 0,046 jk
'é " | 03 0,664 mn 0,530m 0,010 v 0,156 g
i 04 1,88 cd 1,61 gh 0,074 op 0,113 h
% 01 0,991 ijkl 1,150 ij 0,124 ij 0,096 hi
= 3 02 1,527 ef 0,920 jk 0,137 hi 0,0181
" | 03 2,103 bc 1,210i 0,310b 0,156 g
04 1,23 ghi 0,840 kI 0,184 ef 0,116 h

o1 0,540 n - 0,057 pq -

4 02 0,912 jkim - 0,032 stu -

" | o3 0,770 Imn - 0,101 kim -

04 0,893 kim - 0,030 stu -

Aydinlik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.07*** LSD ortam: 0.10***, LSD altkultir:
0.10***, LSD eksplant x altklltir x ortam: 0.29***, Karanlik Toplam Fenolik Bilesik: LSD
eksplant: 0.06***, LSD ortam: 0.09***, LSD altkultur: 0.08***, LSD eksplant x altkulttr x ortam:
0.23*** Aydinlik Naringin: LSD eksplant: 0.004*** LSD ortam: 0.007***, LSD altkiltir:
0.007***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.007***, Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.009***,
LSD ortam: 0.013***, LSD altkltlr: 0.011***, LSD eksplant x altkuiltur x ortam: 0.032***,
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Cizelge 4.10 verileri dikkate alindiginda altintop kallus ekstraktlarindaki
toplam fenolik bilesik miktarlarina gore aydinlik kiltir kosullarinda albedo (1.429
mg/g) ve meyve kesiti (1.399 mg/g) eksplantlarinda Onemli bir fark tespit
edilmemistir. Kulttr streleri degerlendirildiginde 1. altkiltir (1.984 mg/g) en iyi
sonucu verirken, 4. altkultirin (0.792 mg/g) en dusik sonucu verdigi
gozlemlenmistir. Ortamlar arasinda ise O4’Un (1.651 mg/g) en yiksek fenolik
bilesik degerine sahip oldugu bulunmustur. Aydinlik kiltir kosullarinin aksine
karanlik kosullarda eksplantlar arasinda farklilik tespit edilmis ve albedonun (1.943
mg/g) meyve Kesiti eksplantina (1.495 mg/g) gore daha yuksek toplam fenolik
miktarina sahip oldugu gozlemlenmistir. Kiltir surelerine gore 1. altkiltir (2.394
mg/g) ve ortamlardan ise O4’in (1.928 mg/g) digerlerinden daha yiiksek fenolik
miktarina sahip oldugu tespit edilmistir. Kalluslarin naringin miktarina goére
aydinlikta ¢ok fark olmasa da istatistiksel olarak meyve kesiti eksplantinin (0.132
mg/g) albedo eksplantina (0.116 mg/g) gore daha yiksek sonu¢ verdigi tespit
edilmigtir. Kultar sdresi degerlendirildiginde 1. altkaltir (0.179 mg/g) ve O1
ortaminin (0.143 mg/g) en yiksek degere sahip oldugu gézlemlenmistir. Karanlk
kiltar sartlarinda albedo 0.255 mg/g ile meyve kesiti eksplantindan (0.149 mg/g)
daha yuksek degere sahip oldugu bulunmustur. Ortam O3 (0.250 mg/g) ve 1.
altkiltdr (0.353 mg/g) naringin  miktarimin  digerlerinden yiksek oldugu

gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.11. Farkli ortamlar ve altkultiirlerde gelisen altintop kalluslarinin
aydinhk ve karanhik kuiltir kosullarindaki fenolik bilesik ve
naringin miktari

_ % _ Toplam gﬁn/(z:]l;k Bilesik Naringin (mg/g)
é’" % g Albedo Meyve kesiti | Albedo | Meyve kesiti
Ol | 2,083 ¢efg 1,537d 0,634 a 0,018 n
1 02 3,500 a 2,008 b 0,484 b 0,158 de
"1 03| 1,804gh 2,933 a 0,311 e 0,399 b
04 2,367 de 2,923 a 0,384d 0,444 a
o 01| 1,989 fg 0,810 hijk | 0,250fg | 0,068 kim
c_E:s 5 02 2,010 fg 1,480 de 0,088 Im 0,046 m
< 03 3,116 b 0,530 k 0,450 c 0,156 e
x 04| 2,740c¢ 1610cd | 0,172i§ | 0,113 ghi
O1| 1,120jkl 1,150 fg 0,052 no 0,096 ij
3 02 0,680 no 0,920 ghij 0,021 p 0,018 n
" | 03| 0,820 mno 1,210 ef 0,029 op 0,156 e
04 | 1,090 kim 0,840 hij 0,188 | 0,116 ghi
o1 1,436 i 3,059 a 0,276 f 0,284 c
1 02 1,594 hi 1,556d 0,090 Im 0,149 ef
" | 03 1,392 jj 3,002 a 0,035 op 0,380 b
O4 2,381d 1,455 de 0,117 ki 0,105 hi
o O1| 1,584 hi 0,722 ijk 0,121 k 0,094 ijk
= 2 02 | 2,253 def 1,090 fgh 0,168 j 0,052 Im
32 03| 1,801gh 0,664 jk 0,201 hi 0,010 n
< 04 | 2,955 bc 1,880bc | 0,224 gh | 0,074 kI
01| 1,333ijk 0,991 fghi | 0,078 mn | 0,124 fgh
3 02 0,542 0 1,527 d 0,0350p | 0,137 efg
"1 03| 0,937 Imn 2,103 b 0,046 op 0,310 c
04 1,435i 1,230 ef 0,243 g 0,184d

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.083***, LSD ortam: 0.118*** LSD
altkalttr: 0.102***, LSD kultir kosulu x altkdltir x ortam: 0.289*** Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kultir kosulu: 0.082*** LSD ortam: 0.116***, LSD
altkdlttr: 0.100***, LSD kultir kosulu x altktltar x ortam: 0.284*** Albedo Naringin:
LSD kiltar kosulu: 0.008***, LSD ortam: 0.012***, LSD altkiltir: 0.010***, LSD kdlttr
kosulu x altkiltir x ortam: 0.030***, Meyve Kesiti Naringin: LSD kiltir kosulu:
0.007*** LSD ortam: 0.010***, LSD altkaltur: 0.009***, LSD kdltir kosulu x altkalttr x
ortam: 0.026***,
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Cizelge 4.11°de altintop eksplantlarindan gelisen kalluslarin sahip oldugu
naringin ve toplam fenolik bilesik miktar: tizerinde kltlr kosullarinin etkisi ayrica
degerlendirilmistir. Albedo eksplantlar1 degerlendirildiginde karanhk kdltur
kosullarimin (1.943 mg/g) aydinhga (1.636 mg/g) gore daha basarili oldugu
gozlemlenmistir. Ortam O4 (2.161 mg/g) ve 2. altklltirtin (2.305 mg/g) digerlerine
gore daha yiksek fenolik bilesik degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Meyve
kesiti eksplantlar1 toplam fenolik bilesik miktarina gore degerlendirildiginde
aydinlik kiltdr kosullarinin (1.606 mg/g) karanhga (1.495 mg/g) gore daha yuksek
degere sahip oldugu bulunmustur. Ortam O3 (1.740 mg/g) ve 04 (1.656 mg/g) ile
1. altklltirde (2.309 mg/g) daha yiksek fenolik bilesik degeri tespit edilmistir.
Albedo eksplanti naringin miktarina gore degerlendirildiginde karanhik (0.255
mg/g) kiltir kosullarinin aydinhga (0.136 mg/g) gore daha iyi oldugu tespit
edilmistir. Kdltdr suresi 1. altkaltur (0.291 mg/g) ve ortam O1 (0.235 mg/q) ile
04’ln (0.221 mg/g) en yiksek degerlere sahip oldugu gdzlemlenmistir. Meyve
kesiti eksplantlarinda aydinlik kosullarin (0.158 mg/g) karanhiga (0.149 mg/g) gore
daha yuksek naringin miktarina sahip oldugu bulunmustur. Ortam O3 (0.235 mg/g)
ile O4’(n (0.172 mg/g) en iyi ortam, 1. alkulturin (0.242 mg/g) ise en iyi kulttr
stiresi oldugu tespit edilmistir.

Portakala (‘Washington Navel’) ait farkli dokularin kallus olusturma
kabiliyetlerini arastirmak amaci ile Amo-Marco (1997) kallus kaltird galismalar
yuritmastir. Eksplant kaynagi olarak albedo (mezokarp) ve usare (endokarp)
kullanilarak kallus olusturma kapasiteleri arastirilmistir. Kinetin, gibberellik asit
(GAs) ve 2,4D iceren Murashige and Tucker (1969) ortami kullanilmstir. Her iki
meyve dokusundan kallus olustugu ve albedo dokusunun daha iyi kallus
olusturdugu tespit edilmistir. EK olarak bitki bllyume duzenleyiciler olmadan da
albedonun %100 kallus olusturdugu bildirilmistir. Buna benzer olarak tez
calismalari kapsaminda da her iki meyveye ait albedo eksplantlari, kallus olusumu
ve sekonder metabolit Uretimi yonlnden oldukca basarili sonuclar vermistir. Her

iki bitkisel materyal ile onlara ait eksplantlardan elde edilen Kkalluslarin
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enstruimantal analiz sonuglar: ve istatistik verileri detayli olarak incelendiginde
albedo eksplantinin meyve kesiti eksplantina gore daha yuksek toplam fenolik ve
naringin miktarina sahip oldugu tespit edilmistir. Ek olarak aydinhk kultir
kosullarimin da karanlik kiltir kosullarina gore daha iyi oldugu belirlenmistir. Gao
ve ark. (2011) turuncgillerde karotenoidlerin biyosentezinde aydinlik ve karanligin
etkisini aragtirmiglardir. Yaptiklart kallus kiltiri calismalarinda Red Marsh
altintop (C. paradisi Macf.) kalluslarinda beyaz 1s1gin karotenoid biyosentezini
engellerken Tarocco kan portakali (C. sinensis (L.) Osbeck) kalluslarinda %55’in
Uzerinde karotenoid biriktirdigini belirtmislerdir. Karotenoidlerin biyosentezinde
15181n olumlu ya da olumsuz etkileri olabilecegini éne surmisler ve kallus kultlrd
calismalarinda genotipin de etkili olabilecegini bildirmislerdir.

Farkli konsantrasyonlardaki bitki blylme dizenleyicileri ile hazirlanan
ortamlar arasinda O4 ortaminin digerlerine gére daha basarili oldugu bulunmustur.
Bitkisel materyallerden ise altintopun portakala kiyasla toplam fenolik ve naringin

miktarinin daha yiksek oldugu sonucuna varilmastir.

4.3.1.1. Elisitor Uygulamalanimn Toplam Fenolik Bilesik ve Naringin Miktar:
Uzerindeki Etkileri

Kalluslarda sekonder metabolit Gretimini artirmak amaci ile besi ortamina
ek olarak bazi elisitor uygulamalari yapilmistir. Hem kallus gelisimi hem de
enstrumantal analiz sonucglari dikkate alinarak elisitor uygulamalari igin O3
ortaminin daha uygun oldugu tespit edilmis ve kontrol ortami olarak kullanilmustir.
O3 ortaminin igerdigi sakkaroz miktar1 (30 g/L) degistirilerek yeni sakkaroz
denemeleri (20-40 g/L) yapilmigtir. Diger elisitor uygulamasi olan metil jasmonat
icin de O3 ortami kullanilmig ve farkli konsantrasyonlar (0-7.5-10 uM)
kullanilarak gerceklestirilen denemelere ait enstrimantal analiz sonuclar
degerlendirilmistir. Elisitor uygulamalarina ek olarak aydinlik ve karanhk kiltur

sartlar: tim denemelere dahil edilmistir.
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Kallus kultlrlerinde sekonder metabolitlerin Gretim miktarint artirmak
amaci ile uygulanan elisitor ¢alismalarina 6rnek olarak Mahyuni (1999)’nin yaptig:
aragtirmada Citrus aurantifolia’nin kallus kaltarlerini kullanilmstir. Arastirmac,
kallus kdltarlerinde elisitor olarak farkli konsantrasyonlarda [0.5, 1.0 ve 2.0 g/L,
(w/v)] maya ekstraktini kullanmistir. Onemli flavonoidlerden olan hesperetin ve
kuarsetinin biyolojik Uretimi Uzerinde maya ekstraktinin herhangi bir etkisi
olmadigini tespit etmistir. Elde ettigi sonuglar dogrultusunda, C. aurantifolia’mn
kallus kaltirlerinde, kuersetin ve hesperetin Uretimini arttirmak icin maya
ekstraktimin uygun bir elisitor olmayacagint 6ne strmistir. Farkli olarak tez
calismalarinda kullanilan tim elisitér uygulamalarinin olumlu ya da olumsuz etki
gosterdikleri tespit edilmis olup etkisi olmayan bir uygulama gézlemlenmemistir.
Farkli bir uygulama olarak Amo-Marco (1997) cahismasinda bitki blyume
duzenleyicileri ile tek basina ya da farkli kombinasyonlarla ortama eklenen
portakal suyunun kallus olusumuna etkisi arastirmistir.  Bitki  bliyume
dizenleyicilerinin olmadig: ve %15 portakal suyu ilave edilen ortamlarda albedoda
kallus biyumesinde artis tespit edilmistir. Hem albedo hem de usare dokularinda
maksimum kallus olusumunun %15 portakal suyu ve 10 pM 2,4D igeren
ortamlarda oldugu sonucuna varilmigtir. Portakal suyunun kallus gelisiminde
yuksek uyarici etkiye sahip oldugu ve bu etkinin 2,4D’nin eklenmesine bagh

olabilecegini vurgulamastir.
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Cizelge 4.12. Portakal kalluslarinda farkl: sakkaroz uygulamalarinin toplam fenolik

bilesik ve naringin miktar: Gizerine etkisi

E_ E _ Toplam anng;k Bilesik Naringin (mg/g)
Q g g Aydinhik Karanlik Aydinhk Karanlk
| < |0
03| 02900 | 1,470def | 0,017 0 0,169 b
1 | s1| 1,958cd | 1,173gh | 0,132de | 0,122¢
s2 | 0,3910 0,836 | 0,015 0 0,086 d
03| 04630 1,359 ef | 0,031n 0,154 b
o | 2 [S1] 1806def | 1756b 0,110 fg 0,161 b
5 s2 | 2537Db 2,023 a 0,062 jk 0,229 a
2 03| 2744a | 1,655bc | 0,190a | 0,064 ef
3 [ s1| 1,191jkl | 1,550cd | 0,107 g 0,121 c
s2 | 0,711n 1,156 h 0,073 ij 0,243 a
03 | 1,125 kim - 0,088 h -
4 | s1| 1,188kl - 0,079 hi -
s2 | 1,014Im - 0,054 kI -
03 | 1,752efg | 0,636 0,152 bc | 0,052 fg
1 [s1]| 1009im | 1,316fg | 0,062jk | 0,053fg
S2 | 1,526 hi 0,723 ij 0,162 b 0,055 f
03| 2045¢ 2,093a | 0,149bc | 0,155b
:‘5 2 [ s1| 0964m 0,880 | 0,046 Im | 0,038¢
Z S2 | 1,377 j 0,440 k 0,121ef | 0,015h
2 03 | 1,918 cde | 1,500 cde | 0,116 fg 0,093 d
S | 3 | S1| 1,227k 0,660 0,075 hij 0,051 fg
s2 | 1,671fgh | 0,820 0,139cd | 0,078 de
03 | 1,687 fgh - 0,109 fg -
4 | s1| 1,560 ghi - 0,035 mn -
s2 | 1,328 - 0,048 Im -

Aydinhik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.055***, LSD ortam: 0.068***, LSD
altkaltir: 0.078***, LSD eksplant x altkdltir x ortam: 0.192***, Karanlik Toplam Fenolik
Bilesik: LSD eksplant: 0.052*** |LSD ortam: 0.064***, LSD altkiltir: 0.064***, LSD
eksplant x altkiltir x ortam: 0.158***, Aydinlik Naringin: LSD eksplant: 0.003***, LSD
ortam: 0.004***, LSD altkdltur: 0.005***, LSD eksplant x altkultir x ortam: 0.013***,
Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.005***, LSD ortam: 0.006***, LSD altkdltur:
0.006***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.015***,
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Sakkaroz uygulamas: yapilan portakal denemelerine ait sonuglara gore
aydinlik kaltur kosullarinda meyve kesiti eksplantinin (1.505 mg/g) albedo (1.284
mg/g) eksplantina gore daha yiiksek toplam fenolik bilesik miktarina sahip oldugu
tespit edilmistir. Ortamlar arasinda O3’Un (1.502 mg/g) digerlerine gére daha
yiksek degere sahip oldugu ve diger iki ortam arasinda 6nemli bir fark olmadigi
bulunmustur. Kultiir stresinde 3. (1.577 mg/g) ve 2. altkultirin (1.531 mg/g)
digerlerine gore daha yiksek fenolik bilesik miktarina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Karanlik kiltiir kosullarinda albedo eksplantinin (1.441 mg/g)
meyve kesiti eksplantina (1.007 mg/g) gore fenolik bilesik miktar: daha yiksek
bulunmustur. Ortamlar icerisinde O3 (1.452 mg/g) ortaminin ve kiltur sirelerine
gore de 2. altkalturiin (1.425 mg/g) digerlerinden daha yiksek degere sahip oldugu
tespit edilmistir. Naringin miktarina gore ise aydinlik kiltiir kosullarinda meyve
kesiti eksplantinin (0.101 mg/g) albedo eksplantindan (0.079 mg/g) daha yuksek
degere sahip oldugu bulunmustur. Ortam O3 (0.106 mg/g) ve 3. alkiltirin (0.116
mg/g) digerlerine gore daha yiiksek degerde oldugu g6zlemlenmistir. Karanlk
kultdr kosullarinda 0.149 mg/g yas agirlik naringin miktarina sahip albedo
eksplantinin meyve kesiti eksplantindan (0.065 mg/g) daha yiksek degerde oldugu
bulunmustur. Ortam S2 (0.117 mg/g) ile O3’un (0.117 mg/g) ve 2. altkulttrin
(0.125 mg/g) digerlerinden daha yiiksek naringin miktarina sahip oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.12).

84



4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

Cizelge 4.13. Portakal kalluslarinda farkli sakkaroz uygulamalari ile kiltdr
kosullarimin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar1 Uzerine

etkisi
5 g _ Toplam gsn/z}l;k Bilesik Naringin (mg/g)
é" % g Albedo Meyve kesiti Albedo Meyve kesiti
01 1,470 fg 0,636 | 0,169 ¢ 0,052 gh
1 | s1 1,173 hi 1,316 g 0,122 de 0,053 gh
S2 0,836 j 0,723 jki 0,086 f 0,055 gh
= 01 1,359 gh 2,093 a 0,154 ¢ 0,155 ab
§ 2 | s1 1,756 e 0,880 hij 0,161 c 0,038
N S2 2,023 c 0,440 m 0,229 a 0,015
01 1,655 ef 1,500 ef 0,064 g 0,093 e
3 | s1 1,550 f 0,660 kI 0,121 de 0,051 gh
S2 1,156 i 0,820 ijk 0,243 a 0,078 f
01 0,290 k 1,752 cd 0,017 h 0,152 ab
1 | s1 1,958 cd 1,009 h 0,132 d 0,062 g
S2 0,391 k 1,526 ef 0,015 h 0,162 a
= 01 0,463 k 2,045 ab 0,031 h 0,149 bc
% 2 | s1 1,806 de 0,964 hi 0,110 e 0,046 hi
< S2 2,537b 1,377 fg 0,161 g 0,121d
01 2,744 a 1,918 bc 0,190 b 0,116 d
3 | s1 1,191 hi 1,227 g 0,107 e 0,075 f
S2 0,711 1,671 de 0,073 fg 0,139c¢c

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.062***, LSD ortam: 0.076***, LSD
altkalttr: 0.076***, LSD kultir kosulu x altkdltir x ortam: 0.186***, Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kultir kosulu: 0.057*** LSD ortam: 0.070***, LSD
altkalttr: 0.070***, LSD kultir kosulu x altktltir x ortam: 0.173*** Albedo Naringin:
LSD kiltar kosulu: 0.005***, LSD ortam: 0.007***, LSD altkultir: 0.007***, LSD kulttr
kosulu x altkiltir x ortam: 0.017*** Meyve Kesiti Naringin: LSD kultir kosulu:
0.004*** LSD ortam: 0.005***, LSD altkiltur: 0.005***, LSD kdltir kosulu x altkalttr x
ortam: 0.012***,

Portakal eksplantlari ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, albedo eksplantinda
karanlik kaltir kosullarinin (1.441 mg/g) aydinhk (1.343 mg/g) kiltur kosullarina
gore fenolik bilesik miktar1 bakimindan daha yiksek degerde oldugu tespit
edilmistir. Ortam S1’in (1.572 mg/g) diger ortamlardan daha yliksek degerde
oldugu ve onlarin da kendi aralarinda bir fark olmadig: belirlenmistir. ideal

altkltlr sdresinin ise 2. alkultir (1.657 mg/g) oldugu gdzlemlenmistir. Albedo
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eksplanti naringin miktarina gore degerlendirildiginde karanlik (0.149 mg/g) kaltar
kosullarimin aydinhga (0.081 mg/g) gore daha yuksek degerde oldugu tespit
edilmigtir.  Ortam S1 (0.125 mg/g) ve 3. alkultirun (0.133 mg/g) daha yiksek
naringin miktarina sahip oldugu bulunmustur. Meyve Kkesiti eksplanti fenolik
bilesik miktar1 yoninden degerlendirildiginde aydinhik kaltur kosullarinin (1.498
mg/g) karanhga (1.007 mg/g) gore daha yiksek sonu¢ verdigi gozlemlenmistir.
Kltdr siresi bakimindan 2. altkiltar (1.300 mg/g) ile 3. altkiltir (1.299 mg/g) ve
03 (1.657 mg/g) ortamimin daha yiksek fenolik bilesik miktari icerdigi
belirlenmistir. Naringin miktarina gore meyve kesiti eksplantinda aydinlik
kosullarin (0.113 mg/g) karanhk kosullardan (0.065 mg/g) daha yiiksek degere
sahip oldugu bulunmustur. Ortam O3’0n (0.119 mg/g) daha yiiksek degere sahip
oldugu ve kiltur streleri arasinda 6nemli bir fark olmadig: tespit edilmistir
(Cizelge 4.13).

Altintop eksplantlar: ile yapilan sakkaroz uygulamas: galismalarinda,
aydinlik kultir kosullarinda albedo eksplantina (1.571 mg/g) ait toplam fenolik
bilesik miktar1 meyve kesiti eksplantina (1.261 mg/g) ait miktardan daha yiiksek
bulunmustur. Ortam S1’in (1.870 mg/g) diger ortamlardan daha yuksek ve kiltir
sliresi bakimindan buttn altkulturler birbirinden farkl: olup 1. altkdltirin (2.07
mg/g) en yiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Karanhk kultir kosullarinda
ise albedo (1.491 mg/g) ve meyve kesiti eksplantlar1 (1.481 mg/g) toplam fenolik
bilesik miktarlar1 arasinda bir fark olmadigi gdzlemlenmistir. O3 (1.735 mg/g)
ortaminin diger ortamlardan ve kultir siiresi olarak 1. altkltirin (2.231 mg/g) de

digerlerinden yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.14. Altintop kalluslarinda farkl sakkaroz uygulamalarinin toplam fenolik
bilesik ve naringin miktar: Gizerine etkisi

c_:;- g _ Toplam Fn?n/(z;“)k Bilesik Naringin (mg/g)
2| 2| £ Aydinlik Karanlk Aydinlik Karanlik
L < @]
03 1,392 f 1,804 c 0,035 0,169d
1 S1 2,448 c 1,163 d 0,243 ¢ 0,122 e
S2 2,018 de 1,688 ¢ 0,133 ef 0,086 fg
03 1,801 e 3,116 a 0,201 d 0,154 d
o 2 S1 1,279 fg 0,840 e 0,073 0,161 d
3 S2 1,325 f 1,654 c 0,112 fg 0,229 c
2% 03 0,937 hi 0,820 e 0,046 j 0,064 g
3 S1 4,188 a 1,720 c 0,294 b 0,121 e
S2 0,830 hij 0,530 fg 0,143 e 0,243 c
03 | 0,556 jk ’ 0,025 jk ;
4 [ s1| 1,320f - 0,109 gh -
S2 | 0,762 hij ; 0,033 ;
03 3,002 b 2,933 ab 0,380 a 0,399 a
1 S1 2,568 c 2,883 b 0,257 c 0,281 b
S2 1,010 gh 2,921 ab 0,089 hi 0,000 i
_ 03 0,664 ijk 0,530 fg 0,010 k 0,156 d
'z 2 S1 1,034 gh 0,910 e 0,072 0,093 f
i S2 0,801 hij 0,710 ef 0,046 j 0,038 h
2 03 2,103 d 1,210d 0,310 b 0,156 d
g 3 S1 1,320 f 0,880 e 0,152 e 0,083 fg
S2 0,445 k 0,445 g 0,072 0,125 e
03 | 0,770 hi - 0,101 gh -
4 [s1] 0810hij ; 0,116 fg ;
S2 | 0,610k ; 0,027 jk

Aydinlik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.079***, LSD ortam: 0.097*** LSD
altkultar: 0.112***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.275***, Karanlik Toplam Fenolik
Bilesik: LSD eksplant: 0.072*** LSD ortam: 0.089*** LSD altkultur: 0.089***, LSD
eksplant x altkiltir x ortam: 0.218***, Aydinlik Naringin: LSD eksplant: 0.006***, LSD
ortam: 0.007***, LSD altkilttr: 0.008***, LSD eksplant x altkultur x ortam: 0.021***
Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.007***, LSD ortam: 0.009***, LSD altkiltur:

0.009*** LSD eksplant x altkiiltir x ortam: 0.022***,

Altintop eksplant verileri naringin sonuglarina gore degerlendirildiginde

aydinhik kiltir kosullarinda meyve kesiti (0.135 mg/g ) eksplantinin albedo (0.120

mg/g) eksplantindan daha yuksek degere sahip oldugu belirlenmistir. Ortam S1’in
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(0.164 mg/g) ve 1. altkiltiriin daha yulksek naringin miktarina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Karanlik kiltur kosullarinda albedo (0.149 mg/g) ve meyve Kesiti
(0.147 mg/g) eksplantlar1 arasinda 6nemli bir fark gozlemlenmemistir. Ortam O3
(0.183 mg/g) ve 1. altkaltiiriin (0.176 mg/g) daha yuksek naringin miktarlarina
sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.15. Altuntop kalluslarinda farkli sakkaroz uygulamalari ile kultir
kosullarimin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: Gzerine

etkisi
Toplam Fenolik Bilesik —
_ % c P (ma/g) s Naringin (mg/g)
| 2| €| Abedo B Albedo Meyve
> < e} kesiti kesiti
O3 | 1,804de | 2933a 0,169 d 0,399 a
1 | s1]| 1,163gh | 2883a 0,122gh | 0,281c
s2 | 1688e 2,921 a 0,086 i 0,000 h
= 03 | 3,116b | 0,530 hi 0,154 def | 0,156 d
8 | 2 [s1] o0840i 0,910 fg 0,161 de 0,003 f
< S2 | 1654ef | 0,710 ef 0,229 b 0,038 g
03 | 0,820i 1,210 de 0,064jk | 0,156d
3 [ s1]| 1,720e | 0,880fg 0,121gh | 0,083 f
s2 | 0,530] 0,445 i 0,243 b 0,125 e
03 | 1,392fg | 3,002a 0,035 | 0,380 a
1 [ S1| 2448¢c 2,568 b 0,243 b 0,257 ¢
s2 | 2,018d 1,010 ef 0,133 fg 0,089 f
x O3 | 1,801de | 0,664 ghi 0,201 ¢ 0,01 h
S| 2 [s1]| 12799 1,034 ef 0,073 ij 0,072 f
< S2 | 1,325g | 0,801 fgh 0,112 h 0,046 g
03 | 0,937 hi 2,103 ¢ 0,046 kI 0,310 b
3 [ s1]| 4188a 1,320 d 0,294 a 0,152 d
s2 | 0830i 0,445 i 0,143 ef 0,072 f

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.089***, LSD ortam: 0.109***, LSD
altkultar: 0.109*** LSD kultur kosulu x altkultir x ortam: 0.267***, Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kaltir kosulu: 0.092*** |LSD ortam: 0.113*** LSD
altkultar: 0.113***, LSD kaltir kosulu x altkdltir x ortam: 0.277***, Albedo Naringin:
LSD kdilttr kosulu: 0.006***, LSD ortam: 0.008***, LSD altkilttr: 0.005***, LSD kultlr
kosulu x altkaltir x ortam: 0.020***, Meyve Kesiti Naringin: LSD kultir kosulu:
0.008***, LSD ortam: 0.005***, LSD altkultur: 0.010***, LSD klttr kosulu x altkultir x
ortam: 0.025***,
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Altintop eksplantlar1 Gzerinde kultur sartlari degerlendirildiginde, albedo
eksplantinda aydinlik (1.802 mg/g) kiltir kosullarinin karanlik kiltir kosullarina
(1.481 mg/g) gore daha yiksek fenolik bilesik miktarina sahip oldugu tespit
edilmistir. Kiltdr stresi 1. altkiltir (1.752 mg/g) ile 2. altkaltir (1.669 mg/g) ve
ortam S1’in (1.939 mg/g) daha yuksek fenolik bilesik icerdigi gdzlemlenmistir.
Meyve kesiti eksplantlarinin toplam fenolik bilesik miktar: incelendiginde karanlk
kosullar (1.491 mg/g) ve aydinlik kosullar (1.438 mg/g) arasinda dénemli bir fark
belirlenmemistir. Ortam O3 (1.740 mg/g) ve 1. altkilturin (2.552 mg/g)
digerlerinden daha ylksek bir sonug¢ verdigi tespit edilmistir. Naringin miktar:
incelendiginde ise albedo eksplantinda karanlik (0.149 mg/g) kiltir kosullarinin
aydinhga (0.142 mg/g) gore daha yiksek oldugu bulunmustur. Kultir suresi olarak
2. (0.154 mg/g) ile 3. (0.151 mg/g) altkiltirin daha yiksek naringin miktarina
sahip oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadig:
gozlemlenmistir. Ortam S1’in (0.168 mg/g) ise diger ortamlara gore daha yuksek
naringin miktarina sahip oldugu tespit edilmistir. Meyve Kesiti eksplantinda ise
aydinhik (0.154 mg/g) ve karanhik (0.147 mg/g) kiltir kosullari arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilememistir. Ortam O3 (0.235 mg/g) ve
1. altkdltirin (0.234 mg/g) daha yiiksek naringin miktarina sahip oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.15).

Elde edilen toplam fenolik ve naringin miktarina ait veriler
degerlendirildiginde her iki bitkisel materyal icin de albedo eksplantinin ve
aydinlik kiltir kosullarinin daha yuksek sonug verdigi gozlemlenmistir. Sakkaroz
uygulamalar1 ile hazirlanan ortamlar arasinda en yuksek degerler O3 ile S1
ortamlarinda tespit edilmistir. Albedo eksplantlari ve aydinhik kultir kosullar:
beraber degerlendirildiginde S1 ortaminin daha iyi sonug¢ verdigi saptanmustir.
Ideal Kiiltir streleri degerlendirildiginde portakal eksplantlari igin 2. ve 3.
altkulttrlerinin ve altintop eksplantlar: igin ise 1. altkulttrlerinin daha yuksek
fenolik bilesik ve naringin miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda

yuritilen sakkaroz uygulamalarina benzer olarak Zahedzadeh ve ark. (2015)
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elmada (Malus pumila var. Niedzwetzkyana) antosiyanin Gretimi igin farkl
konsantrasyonlarda sakkaroz, glikoz, fruktoz, maltoz, mannitol ve magnezyum
dahil olmak (zere bircok etkeni kallus kiltiiri calismalarinda kullanmuglardir.
Antosiyanin dretimi icin en etkili uygulamanin %3 mannitol + %3 sukroz oldugunu
tespit etmislerdir.

Metil jasmonat uygulamas: ile yapilan portakal kallus kiltirlerine ait
toplam fenolik bilesik verileri aydinhik kultir kosullar1 igin degerlendirildiginde
meyve kesiti eksplantinin (2.056 mg/g) albedodan (1.761 mg/g) daha yiiksek
miktara sahip oldugu saptanmistir. Ortam MJ2 ve 3. altkilturin daha yiksek
degerde oldugu gozlemlenmistir. Karanlik kulttr kosullarinda ise albedonun (1.675
mg/g) meyve kesiti eksplantindan (1.373 mg/g) daha yiksek miktara sahip oldugu
belirlenmistir. Aydinlik kosullara benzer olarak MJ2 ortaminin (1.648 mg/g) en
yuksek degere sahip oldugu bulunmus ve 2. altkiltiriin (1.795 mg/g) digerlerinden
daha iyi sonuc verdigi tespit edilmistir. Aydinlik Kkiltir kosullarinda naringin
miktar1 degerlendirildiginde meyve Kkesiti eksplantimin (0.132 mg/g) albedodan
(0.111 mg/g) daha yiiksek degere sahip oldugu bulunmustur. Ortam MJ2 (0.161
mg/g) ve 3. altkdltirin (0.168 mg/g) digerlerine gére daha fazla naringin
miktarina sahip oldugu gortlmustir. Karanlhik kultir kosullarina gore ise albedo
(0.119 mg/g) eksplantinin meyve kesitinden (0.093 mg/g) daha yiksek degerde
naringin igerdigi saptanmistir. Ortam MJ2 (0.122 mg/g) ve 2. altkiltdrin (0.125
mg/qg) digerlerine gore daha yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16. Portakal kalluslarinda metil jasmonat uygulamalarinin toplam fenolik

bilesik ve naringin miktar: tizerine etkisi

c_:;- E _ Toplam Fn?n/(z;“)k Bilesik Naringin (mg/g)
RS g £ Aydinhik Karanlk Aydinhk Karanlk
I} < (@)
03 | 0290i 1,470 fg 0,017 m 0,169 b
1 | MI1| 20524 1,143 h 0,128 ef 0,027 k
MJ2 | 1,800def | 1,720de | 0,143de | 0,104 fgh
03 | 0,463 1,359 g 0,031 m 0,154 ¢
2 | MJ1| 1,963de | 1,530efg | 0,121fg | 0,094 ghi
3 MJ2 | 2,590 ¢ 2,040 bc 0,097 ik | 0,127 de
= 03 | 2744c 1,655 ef 0,190 ¢ 0,064 j
3 | mi1| 1,117gh | 1,896 cd 0,102 hij 0,113 ef
MJ2 | 3,120b 2,27 a 0,241 b 0,221 a
03 | 1,125gh - 0,088 jkI -
4 |[Mi1| 12109 ] 0,081 kI ]
MJ2 | 2570c y 0,103 hij ]
03 | 1,752 ¢f 0,636 i 0,152 d 0,052
1 | MJ1| 1,040gh 1,048 h 0,087 jkI 0,033 k
MJ2 | 4878a 0,721i 0,150 d 0,087 i
03 | 2045d | 2,093abc | 0,149d 0,155 bc
= | 2 |MJ1| 2030d 2,13 ab 0,092 ijk 0,136 d
£ MJ2 | 2,100d 1,620 ef 0,182 ¢ 0,086 i
:>% 03 | 1.018def | 1,500fg | 0,116fgh | 0,093 hi
S | 3 [MI1]| 1,729¢f 1,091 h 0,101 ghi | 0,095 ghi
MJ2 | 2612c | 1,520 efg 0,260 a 0,108 fg
03 | 1,687f - 0,109 ghi -
4 [MJ1| 0,930h - 0,073 1 ]
MJ2 | 1,960 def - 0,117 fgh ]

Aydinlik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.079***, LSD ortam: 0.097*** LSD
altkultar: 0.112***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.274***, Karanlik Toplam Fenolik
Bilesik: LSD eksplant: 0.069***, LSD ortam: 0.085*** LSD altkultur: 0.085***, LSD
eksplant x altklltir x ortam: 0.208***, Aydinlik Naringin: LSD eksplant: 0.005***, LSD
ortam: 0.006***, LSD altkdltur: 0.007***, LSD eksplant x altkultir x ortam: 0.017***,
Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.004*** LSD ortam: 0.005***, LSD altkdltur:
0.009*** LSD eksplant x altkiiltir x ortam: 0.014***,
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Cizelge 4.17. Portakal kalluslarinda metil jasmonat uygulamalari ile Kaltdr
kosullarimin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: Gzerine

etkisi
5 % % Toplam Fn(]en/ogl;k Bilesik Naringin (mg/g)
é’ % 5 Albedo | Meyve kesiti | Albedo | Meyve kesiti
03 | 1,470gh 0,636 g 0,169 d 0,052 h
1 | M1 1,143 i 1,048 f 0,027 | 0,033
MJ2 | 1,720 efg 0,721¢g 0,104 hij 0,087g
x 03 1,359 hi 2,093 0,154 de 0,155 ¢
8 2 |MJ1| 1,530gh 2,13 ¢ 0,094 j 0,136 d
N MJ2 | 2,040 cd 1,620 e 0,127 fg 0,086 i
03 | 1,655fg 1,500 e 0,064 k 0,093 fg
3 | MJ1| 1,896 def 1,091 0,113 ghi | 0,095 fg
MJ2 | 2,270c 1,520 e 0,221 b 0,108 ef
03 0,290 j 1,752 de 0,017 | 0,152 ¢
1 | MJ1| 2052cd 1,04 f 0,128 fg 0,087 g
MJ2 | 1,890 def 4,878 a 0,143 ef | 0,150 cd
x 03 0,463 j 2,045 ¢ 0,031 | 0,149 cd
= 2 | MJ1| 1,963de 2,03 ¢ 0,121 gh 0,092 g
< MJ2 | 2,590 b 21¢c 0,097 i 0,182 b
03 2,744 b 1,918 cd 0,190 c 0,116 e
3 | MJL 1,117 i 1,729 de 0,102 ij 0,101 efg
MJ2 | 3,120a 2,612 b 0,241 a 0,260 a

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.083***, LSD ortam: 0.102***, LSD
altkultar: 0.102***, LSD kultur kosulu x altkultir x ortam: 0.251***, Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kultir kosulu: 0.085*** LSD ortam: 0.104*** LSD
altkultar: 0.104***, LSD kaltir kosulu x altkdltdr x ortam: 0.255***, Albedo Naringin:
LSD kiilttr kosulu: 0.005***, LSD ortam: 0.007***, LSD altkilttr; 0.007***, LSD kultlr
kosulu x altkiltir x ortam: 0.017***, Meyve Kesiti Naringin: LSD kiltir kosulu:
0.005***, LSD ortam: 0.006***, LSD altkiltir: 0.006***, LSD kiltiir kosulu X
altkltr x ortam: 0.015***,
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Portakal eksplantlar1 Uzerinde Kkualtir sartlart toplam fenolik bilesik
miktarina gore degerlendirildiginde albedo eksplantinda aydinlik (1.803 mg/g)
kiltar kosullarinin karanhga (1.675 mg/g) gore daha yiiksek degerde oldugu tespit
edilmistir. MJ2 (2.271 mg/g) ortami ve kiltur siresi olarak 3. altkiltiriin (2.133
mg/g) yiksek miktarda fenolik bilesik miktarina sahip oldugu gortlmastir. Meyve
Kesiti eksplantina ait sonuglar degerlendirildiginde aydinhik (2.233 mg/g) kosullarin
karanhga (1.373 mg/g) gore daha iyi sonug verdigi gozlenmistir. Ortam MJ2 (2.241
mg/g) ile 2. altkulturin (2.003 mg/g) daha ylksek miktarda fenolik bilesik icerdigi
belirlenmistir. Naringin miktarina gore albedo eksplanti degerlendirildiginde
aydinlik (0.119 mg/g) ve karanlik (0.118 mg/g) kosullar arasinda istatistiksel olarak
O6nemli bir fark gézlenmemistir. Ortam MJ2 (0.155 mg/g) ile 3. altkultlire (0.155
mg/g) ait naringin miktarinin daha yuksek oldugu saptanmistir. Meyve kesiti
eksplantina gore degerlendirme yapildiginda ise aydinlik kosullarin karanliga gore
daha ylksek naringin miktar: icerdigi tespit edilmistir. Kiltdr streleri igerisinde 2.
(0.133 mg/g) ve 3. altkaltirin (0.128 mg/g) yiksek degere sahip oldugu
gozlemlenmis ve aralarinda fark olmadigi bulunmustur. MJ2 (0.145 mg/g)
ortaminin ise digerlerine gore daha yiksek degerde oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.17).

Altintop kallus kulttrlerinde metil jasmonat uygulamasi toplam fenolik
bilesik miktarina gore degerlendirildiginde, aydinlik kultir kosullarina gore
albedonun (2.226 mg/g) meyve kesiti (1.751 mg/g) eksplantina gore daha iyi
sonuca sahip oldugu tespit edilmistir. Ortam MJ2’nin (2.692 mg/g) digerlerine gore
daha ylksek degere sahip oldugu ve 1. altkiltir (2.499 mg/g) ile 3. altkiltir (2.373
mg/g) arasinda Onemli bir fark olmamasina ragmen yuksek fenolik miktarint
icerdigi saptanmistir. Karanhk kltir sartlarinda albedonun (1.864 mg/g) meyve
kesiti (1.689 mg/g) eksplantindan daha yuksek degerde oldugu tespit edilmistir.
MJ2 ortami (1.984 mg/g) ve 1. altkultirin (2.132 mg/g) daha iyi sonug verdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. Altintop kalluslarinda metil jasmonat uygulamalarinin toplam fenolik

bilesik ve naringin miktar: Gizerine etkisi

c_:;- % _ Toplam anng;k Bilesik Naringin (mg/g)
e | = £ Aydinhik Karanlk Aydinhk Karanlk
L < @]
03 1,392 jj 1,804 ef 0,035 0,311 c
1 MJ1 | 2,180 ef 2,147 bc 0,251 e 0,179 ef
MJ2 4,572 a 1,981 cde 0,702 a 0,421 ab
03 1,801 gh 3,116 a 0,201 f 0,450 a
o 2 MJ1 | 1,870 efgh | 1,480 ghi 0,198 f 0,108 hi
3 MJ2 | 2,210e 2,228 b 0,381 c 0,336 c
-§: 03 0,937 ki 0,820 k 0,046 i 0,029 j
3 MJ1 3,010 c 1,380 hij 0,311 d 0,193 e
MJ2 4,210 b 1,820 def 0,422 b 0,254 d
03 0,556 m - 0,025 -
4 | MJ1| 1,287jk - 0,112 gh -
MJ2 | 2,690 cd - 0,208 f -
03 3,00 c 2,933 a 0,380 c 0,399 b
1 MJ1 1,710 hi 1,870 def 0,131 gh 0,097 i
MJ2 | 1,840 fgh | 2,060 bcd 0,351 c 0,201 e
yr 03 | 0,664 Im 0,530 0,010 0,156 fg
‘§ 2 | MJ1 | 2,030efgh | 1,540 gh 0,106 gh 0,140 gh
i MJ2 2,570d 2,140 bc 0,128 gh 0,094 i
2 03 | 2,103 efg 1,210 0,310d 0,156 fg
2 3 | MJ1]|1953efgh | 1,240ij 0,255 e 0,195 e
MJ2 | 2,030 efgh | 1,680 fg 0,302 d 0,238 d
03 | 0,770 Im - 0,101 h -
4 MJ1l 0,9301 - 0,126 gh -
MJ2 | 1,420 j - 0,138¢g -

Aydinlik Toplam Fenolik Bilesik: LSD eksplant: 0.101***, LSD ortam: 0.123*** LSD
altkultar: 0.143***, LSD eksplant x altkiltir x ortam: 0.350***, Karanlik Toplam Fenolik
Bilesik: LSD eksplant: 0.081*** LSD ortam: 0.099*** LSD altkultur: 0.099*** LSD
eksplant x altklltir x ortam: 0.244*** Aydinlik Naringin: LSD eksplant: 0.010***, LSD
ortam: 0.012*** LSD altkdltur: 0.014***, LSD eksplant x altkultir x ortam: 0.036***,
Karanlik Naringin: LSD eksplant: 0.011*** LSD ortam: 0.013***, LSD altkiltur:
0.013*** LSD eksplant x altkiiltir x ortam: 0.034***,

Naringin miktarina gore degerlendirme yapildiginda, aydinlik kosullarda
albedonun (0.240 mg/g) meyve Kesiti (0.194 mg/g) eksplantindan daha iyi oldugu
tespit edilmigtir. Ortam MJ2 (0.240 mg/g) ile 1. altkdlturin (0.308 mg/qg)
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digerlerinden daha yiksek miktarda naringin icerdigi gozlemlenmistir. Karanlik
kosullarda albedo eksplantinin meyve kesiti eksplantindan daha yiksek degerde
oldugu tespit edilmistir. En yuksek naringin miktarina sahip ortamin MJ2 (0.257
mg/g) ile O3 (0.250 mg/g) oldugu ve bu ortamlar arasinda istatistiksel olarak fark
olmadigi bulunmustur. Kiltir sidresinde ise 1. altkilturin (0.268 mg/g) de en

yuksek degerde oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.19. Altintop kalluslarinda metil jasmonat uygulamalari ile kultar
kosullarinin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: Uzerine

etkisi
B E _ Toplam annlz;l)k Bilesik Naringin (mg/g)
2| 2| £ | Abedo prcyve Albedo Meyve
I~ < e} kesiti kesiti
03 1,804 fg 2,933 a 0,311 d 0,399 a
1 | MJ1| 2,147 def | 1,870cd 0,179 f 0,097 hi
MJ2 | 1,981 def 2,060 c 0,421 bc 0,201 e
= 03 3,116 ¢ 0,530 h 0,450 b 0,156 f
8 | 2 [ MIL| 1,480gh | 1,540 ef 0,108 g 0,140 f
N MJ2 | 2,228d 2,140c | 0,336d 0,094 |
03 0,820 i 1,210g 0,029 h 0,156 f
3 MJ1 1,380 h 1,240 fg 0,193 f 0,195 e
MJ2 1,820 fg 1,680 de 0,254 e 0,238 d
03 1,392 h 3,000 a 0,035 h 0,380 ab
1 MJ1 | 2,180 de 1,710 de 0,251 e 0,131 fg
MJ2 4572 a 1,840 cde 0,702 a 0,351 b
= 03 1,801 fg 0,664 h 0,201 f 0,010
% 2 MJ1l 1,870 ef 2,030 c 0,198 f 0,106 ghi
<? MJ2 | 2,210de 2570b 0,381 c 0,128 fgh
03 0,937 i 2,103 c 0,046 h 0,310c
3 MJ1 3,010 c 1,953 cd 0,311 d 0,255 d
MJ2 4,210 b 2,030 c 0,422 bc 0,302 ¢

Albedo Toplam Fenolik Bilesik: LSD kiltir kosulu: 0.116***, LSD ortam: 0.142*** | SD
altkultar: 0.142*** LSD kultur kosulu x altkultir x ortam: 0.348*** Meyve Kesiti
Toplam Fenolik Bilesik: LSD kultir kosulu: 0.102***, LSD ortam: 0.126***, LSD
altkdlttr: 0.126***, LSD kultir kosulu x altkultir x ortam: 0.308***, Albedo Naringin:
LSD kultir kosulu: 0.014***, LSD ortam: 0.017***, LSD altkdltir: 0.017***, LSD kdlttr
kosulu x altkiltir x ortam: 0.042***, Meyve Kesiti Naringin: LSD kiltir kosulu:
0.010***, LSD ortam: 0.013***, LSD altkiltur: 0.013***, LSD kdiltlr kosulu x altkiltiir x
ortam: 0.031***,
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Altintop kallus kiltiirt calismalarinda metil jasmonat uygulamast ile kulttr
sartlarinin etkisi toplam fenolik bilesik miktarina gore degerlendirildiginde, albedo
eksplantinda aydinlik (2.464 mg/g) kosullarin karanliga (1.864 mg/g) goére daha
yiuksek sonug verdigi gozlemlenmistir. Kultlr suresi 1. altktltir (2.346 mg/g) ile
ortam MJ2’nin (2.836 mg/g) iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Meyve Kesiti
eksplantinda ise aydinlik (1.989 mg/g) kultlr kosullarinin karanliktan (1.689 mg/g)
daha ylksek degerde oldugu bulunmustur. Ortam MJ2 (2.053 mg/g) ve 1.
altkltdrtn (2.235 mg/g) digerlerine gore daha iyi oldugu belirlenmistir. Naringin
miktarina gore albedo eksplant: incelendiginde aydinlik (0.282 mg/g) kosullarin
karanlik (0.253 mg/g) kosullardan daha yiksek degere sahip oldugu tespit
edilmistir. Ortam MJ2 (0.419 mg/g) ve 1. altkiltlriin (0.316 mg/g) ylksek naringin
miktarina sahip oldugu saptanmistir. Meyve Kkesiti eksplantina ait sonuglar
incelendiginde aydinhik (0.219 mg/g) kosullarin karanliga (0.186 mg/g) goére daha
yuksek miktarda naringin icerdigi bulunmustur. Ortam O3 ve 1. altkilturin daha
iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.19).

Ugucu bir fitohormon olan ve Jasmonik asitten turevienen metil jasmonatin
kallus kalttrii denemelerinde sekonder metabolit Gretimini tesvik etmek amaci ile
kullaniimaktadir. Ram ve ark. (2013) Rosa hybrida L.'nin kallus kilturlerinde
MeJA ve salisilik asitin (SA) antosiyanin 0retimine etkisini arastirmiglardir.
Kullandiklar1 Euphorbia millii ortamina MeJA ve SA’y1 ayri ayr ya da birlikte
ekleyerek denemeler yapmiglardir. MeJA ve SA’nin hem kallus biytimesi hem de
antosiyanin (retiminde olumlu etkileri oldugunu bildirmislerdir. Antosiyanin
Uretiminde en iyi MeJA konsantrasyonunun 0.5 uM oldugunu tespit etmislerdir.
Diger taraftan renklenmenin baslamasi ve yogunlasmasi icin gerekli giin sayisinda
bu elisitorlerin herhangi bir etkisinin olmadigini vurgulamiglardir.

Tez cahsmalart kapsaminda vydritilen kallus  kiltirinde MeJA
uygulamalarinin - sekonder metabolit (retiminde olumlu etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Toplam fenolik ve naringin miktar1 yoninden degerlendirildiginde

10 uM MeJA Kkonsantrasyonuna sahip MJ2 ortaminin yiksek sonu¢ verdigi
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gozlemlenmistir. Diger calismalara benzer olarak her iki bitkisel materyal icin
albedo eksplantinin daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Kultur streleri dikkate

alindiginda ise 1. ve 3. altkiilturlerin ideal sureler olabilecegi tespit edilmistir.

4.3.2. HPLC Analizlerine Gore Naringin Miktarimin Degerlendirilmesi
Naringin miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan HPLC yéntemi segili

ekstraktlar igin kullanilmigtir. Duyarhlik, 6zgiinlik ve dogrulugunun daha yuksek

olmasi sebebi ile ayrica tercih edilmistir. Standart naringin ¢ozeltileri kullanilarak

elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.6’da verilmistir.
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BOOOOO
J00000
GO0000

500000

Pik Alani

400000

300000

y = 1935 6x
200000 R* = 0,9998

100000

1]
Q =0 100 150 2000 150 300 350 AQQD 450
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Sekil 4.6. HPLC’de naringin kalibrasyon egrisi

Spektrofotometrik bir yéntem olan Davis testine ait naringin miktar
sonuglart ile HPLC naringin miktar1 sonuglar1 karsilastirilmistir. Bu sayede hem
Davis testinin dogrulugu hem de elde ettigimiz naringin miktar sonuclarinin

uyumlulugu kiyaslanmistir. Portakal ve altintop ekstraktlarina ait naringin
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miktarinin Davis testi ve HPLC sonuglari mg/g yas agirlik cinsinden Cizelge 4.20

ve 4.21°de sunulmustur.

Cizelge 4.20. Portakal ekstraktlarina ait HPLC ve Davis testleri ile elde edilen
naringin miktar: (mg/g yas agirhk)
BBD Altkaltar | Kaltar

Eksplant (kin/2,4D) | siresi | Kosulu Elisitor Davis HPLC
Albedo 0.1/1.0 1 Aydinlik - 0.143 0.138
Albedo 5.0/1.0 Karanhk - 0.237 0.214

Meyve kesiti | 5.0/1.0 Aydinlik - 0.128 0.125
Meyve kesiti | 5.0/1.0 Aydinlik - 0.117 0.103
Albedo 5.0/1.0 Aydinlik - 0.242 0.237
Meyve kesiti | 5.0/1.0 Aydinlik - 0.117 0.103
Albedo 5.0/1.0 Aydinhk - 0.146 0,076
Albedo 5.0/1.0 Aydinlk - 0.058 0,028
Meyve kesiti | 5.0/1.0 Aydinlik - 0.079 0.032
Meyve kesiti | 0.1/2.0 Aydinlik - 0.108 0.093
Albedo 0.1/2.0 Karanhk - 0.090 0.071
Meyve kesiti | 0.1/2.0 Aydinhk - 0.111 0.046
Meyve kesiti | 0.1/2.0 Aydinlik - 0.041 0.019

Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Meyve kesiti | 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Meyve kesiti | 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Meyve kesiti | 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0

Aydinlik | 7.5 uM 0.198 0.185
Aydinlik | 7.5 uM 0.221 0.187
Aydinlik | 7.5 uM 0.142 0.115
Aydinlik | 7.5 uM 0.171 0.111
Karanlk | 7.5 uM 0.087 0.065
Karanhk | 7.5 uM 0.093 0.065
Karanlk | 20g/L 0.122 0.092
Karanhk | 20g/L 0.261 0.257
Aydinlik | 20g/L 0.177 0.145
Aydinlik | 40g/L 0.162 0.135
Karanhk | 40g/L 0.186 0.166
Karanlk | 40g/L 0.229 0.260

NIRPIRPWINIPIPIPIWWIN|IP|RARWINIP|PRR|IDRIWINININ|FP|PF
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Cizelge 4.21. Altintop ekstraktlarina ait HPLC ve Davis testleri ile elde edilen
naringin miktar: (mg/g yas agirhk)
BBD Altkaltar Kdaltar

Eksplant (kin/2,4D) | siiresi Kosulu Elisitor Davis HPLC
Albedo 0.1/1.0 1 Aydinhik - 0,276 0,198
Meyve kesiti | 0.1/1.0 Aydinlik - 0,204 0,100
Meyve kesiti | 0.1/2.0 Aydinlik - 0,349 0,291
Meyve kesiti | 0.1/2.0 Karanlik - 0,558 0,363
Albedo 0.1/1.0 Karanlk - 0,534 0,223
Albedo 0.1/1.0 Karanlik - 0,350 0,303
Albedo 0.1/2.0 Karanlk - 0,484 0,329
Albedo 1.0/1.0 Aydinlik - 0,095 0,070
Albedo 1.0/1.0 Karanlik - 0,311 0,140
Albedo 1.0/1.0 Karanlk - 0,450 0,318
Albedo 5.0/1.0 Karanlik - 0,384 0,165
Albedo 1.0/1.0 Aydinhk - 0,051 0,044
Meyve kesiti | 1.0/1.0 Aydinhik - 0,360 0,148

Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Meyve kesiti | 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0
Albedo 1.0/1.0

Karanhk | 7.5 uM 0,879 0,585
Karanlk | 10.0uM | 0,336 0,312
Aydinlk | 20g/L 0,257 0,198
Aydinlik | 20g/L 0,243 0,169
Karanlk | 20g/L 0,128 0,071
Karanhk | 20g/L 0,048 0,019
Aydinlik | 40g/L 0,133 0,082
Karanhk | 40g/L 0,657 0,278
Aydinlik | 40g/L 0,102 0,041
Karanhk | 40g/L 0,129 0,067

NIN|IRr[RINRPIRIR[INRRO[RIN|R[R[R[IN|R[R[R|R

Analizler sonucu elde edilen naringin miktarlar: karsilastirildiginda HPLC
ile Davis testi arasinda 6nemli bir farkin olmadigi gdzlemlenmistir. Az sayida
Ornege ait Davis testi sonuglarinin HPLC sonuglarina gore daha yiiksek miktarda
oldugu tespit edilmistir. Fisher ve Wheaton (1976) yaptiklar1 ¢alismada altintop
meyve sularinda naringin ve naringenin rutinosid analizi igin HPLC ve Davis

testlerini kullanmiglardir. Davis testi ile elde edilen naringin miktarinin HPLC
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sonuclarina gore surekli yiksek oldugunu tespit etmislerdir. Davis testi
sonuglarinin 2 kat daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Tez ¢alismas: her ne kadar
bu aragtirma ile benzerlik gosterse de naringin sonuclar1 Davis testinde strekli
yiksek degerde olmamustir. Elde edilen bircok sonucun HPLC sonuclari ile
oldukgca yakin oldugu tespit edilmistir.

Davis testine gore naringin sonucglarinin HPLC sonuclarina gore yaklagik
2.1 kat daha yuksek gosterdigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Mizelle ve
ark., 1965; Tatum ve Berry, 1973). Farkl: olarak Shaw ve ark. (1991) yaptiklar:
calismada altintop albedo dokusunda giberellik asit ile meyve olgunlasmasinin
limonin ve naringin miktarina etkisini arastirmiglardir. HPLC sonuclarina gore
Davis testi sonuglarinin sadece 1.2 kat fazla oldugunu tespit etmislerdir. Tez
calismasinda ise altintop ekstraktlarina ait naringin degerlerinin 1.07 - 2.52 kat

fazla oldugu belirlenmistir.

4.3.3. Suspansiyon Hucre Kalturlerinde Toplam Fenolik Bilesik ve Naringin
Miktar

Kallus kultart calismalarinda elde edilen bulgulara gére suispansiyon hiicre
kultdrleri icin eksplant kaynag: albedo ve kiltir kosulu olarak da aydinlik kosullar
kullanilmastir. Stspansiyon hiicre kiltirii ¢alismalarinda uzun kiltiir strelerinin
kallus gelisimini negatif etkilemesi sebebi ile kiltur suresi 20 giine kadar devam
ettirilmistir. Bu slrelerde kallus olusumlart gézlemlenmis ve sekonder metabolit

ekstraksiyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Sispansiyon hicre Kkulturlerinde gelisen kalluslardan ortamlarin
uzaklastiriimas: ve ekstraksiyonu. A-B. Kultir ortamlarinin filtre

edilerek uzaklastiriimasi, C-D. Gelisen kalluslarin kurutulmas: ve
ekstraksiyonu.

Metil jasmonat ve sakkaroz uygulamalar: ile hazirlanan stispansiyon hiicre

kultarlerinde gelisen kalluslarin toplam fenolik bilesik ve naringin miktarlarina ait
sonuglar Cizelge 4.22 ve 4.23’te sunulmustur.
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Cizelge 4.22. Albedo kalluslarina ait stspansiyon hiicre kltlrlerinde sakkaroz
uygulamalarinin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: izerine

etkisi
Portakal Altintop
Ortam OIS Alrpa Fenolik Naringin Fenolik Naringin
zamani (gun)
03 5 1,743 e 0,113 bc 2,247 e 0,507 d
03 10 0,433 h 0,061 cde | 0,513 ¢ 0,255 ¢
03 15 2,095d 0,007 e 2,893d 0,632 b
03 20 2,536 ¢ 0,273 a 3,360 bc 0,190 h
S1 5 1,680 ef | 0,064 cde 1,337 f 0,365 e
S1 10 2,029d 0,140 b 3,386 bc 0,179 h
S1 15 1,630 ef 0,038 de 3,580 b 0,732 a
S1 20 3,368 b 0,262 a 3,644 b 0,353 ef
S2 5 0,771 ¢ 0,265 a 2,484 e 0,364 e
S2 10 0,795¢ 0,111 bcd | 4,400 a 0,669 b
S2 15 3,634 a 0,019 e 3,081 cd 0,321 f
S2 20 1,551 f 0,297 a 3,141 cd 0,567 c

Portakal, Toplam Fenolik Bilesik: LSD ortam: 0.070*** LSD &rnek alma zamani:
0.081*** LSD ornek alma zamanm x ortam: 0.140*** Naringin miktari: LSD ortam:
0.036***, LSD 6rnek alma zamanzi: 0.042*** | SD 6rnek alma zamani x ortam: 0.073***,
Altintop, Toplam Fenolik Bilesik: LSD ortam: 0.202***, LSD o6rnek alma zamani:
0.234*** LSD oOrnek alma zamani x ortam: 0.405*** Naringin miktari: LSD ortam:
0.018*** LSD 6rnek alma zamani: 0.021***, LSD 6rnek alma zamani x ortam: 0.036***.

Suspansiyon hiicre kaltiri calismalarinda portakal albedo dokularindan
gelisen kalluslarin S1 ortaminda en yiksek toplam fenolik bilesik miktarina (2.17
mg/g) sahip oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik bilesik miktar: yéninden 20.
gun (2.48 mg/g) ve 15. giin (2.45 mg/g) kiltur sireleri arasinda istatistiksel olarak
fark: olmadig: ve en yiksek degere sahip olduklar: tespit edilmistir. Benzer olarak
altintop albedo kalluslarimin 20.giin (3.38 mg/g) ve 15. gun (3.18 mg/g) kultur
sirelerinin en yiksek toplam fenolik bilesik miktarina sahip oldugu ve istatistiksel
olarak aralarinda fark olmadigi gozlemlenmistir. Ortam S2 (3.27 mg/g)’nin diger
ortamlara gore daha yiksek fenolik bilesik miktarina sahip oldugu bulunmustur.

Stspansiyon hcre kulturlerinde elisitér olarak sakkaroz uygulamasinin sekonder
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metabolit Gretiminde farkl: etkileri oldugu tespit edilmistir. Benzer bir arastirmada
Baque ve ark. (2012a) Morinda sitrifolia (L.)’mn adventif kok siispansiyon
kulttrlerinde sekonder metabolit Gretimi tizerinde farkli sikroz konsatrasyonlarinin
etkisini arastirmiglardir. Antrakinon (251.89 g/L DW), fenolik (165.14 g/L DW) ve
flavonoidler (163.56 g/L DW)’in maksimum Gretimini %21 stikroz iceren kiltirden
elde etmiglerdir. Ek olarak %5 silikroz iceren ortamlarda kok Uretiminin daha iyi

oldugunu tespit etmislerdir.

Cizelge 4.23. Albedo kalluslarina ait stispansiyon hicre kiltirlerinde MeJA
uygulamalarinin toplam fenolik bilesik ve naringin miktar: tizerine

etkisi
Portakal Altintop
Ortam OIS Alrpa Fenolik Naringin Fenolik Naringin
zamani (gun)
03 5 1,742 f 0,113 de 2,247 d 0,507 d
03 10 0,456 i 0,061 de 0,513 f 0,255 f
03 15 2,132d 0,007 e 2,903 c 0,632 a
03 20 2,535¢C 0,273 b 3,360 b 0,190 g
MJ1l 5 1,673 f 0,097 de 2,897 c 0,540 cd
MJ1 10 1,681 f 0,293 b 3,500 b 0,520 d
MJ1 15 3,095a | 0,182bcd | 2,668 c 0,402 e
MJ1 20 1,894 e 0,271 b 2,762 c 0,290 f
MJ2 5 1,340 g 0,118 cde 1,014 e 0,633 a
MJ2 10 2,891b 0,238 bc 0,809 ef 0,585 b
MJ2 15 3,081 a 0,250 b 5,276 a 0,576 bc
MJ2 20 1,061 h 0,605 a 2,599 cd | 0,581 bc

Portakal, Toplam Fenolik Bilesik: LSD ortam: 0.058***, LSD o&rnek alma zamani:
0.067***, LSD ornek alma zaman: x ortam: 0.117*** Naringin miktari: LSD ortam:
0.061*** LSD 6rnek alma zamani: 0.070***, LSD 6rnek alma zamani x ortam: 0.122***,
Altintop, Toplam Fenolik Bilesik: LSD ortam: 0.182*** LSD 06rnek alma zamani:
0.210***, LSD ornek alma zamanm x ortam: 0.364***, Naringin miktari: LSD ortam:
0.022*** LSD 6rnek alma zamani: 0.025***, LSD 6rnek alma zamani x ortam: 0.044***,
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MeJA uygulamasi, portakal albedo kalluslarinin sekonder metabolit Gretimi
uzerinde farkl: etkiler gostermistir. Ozellikle farkli konsantrasyonlarda MeJA
iceren MJ1 ve MJ2 ortamlar1 fenolik bilesik miktarinda artisa sebep olmustur.
Toplam fenolik bilesik miktarina gére MJ2 (2.09 mg/g) ve MJ1’in (2.08 mg/g) en
yiksek degere sahip oldugu ve aralarinda istatistiksel farkin olmadig: tespit
edilmistir. MeJA miktar1 ile fenolik miktar1 arasinda dogru oranti oldugu
gozlemlenmistir. Optimum kdltur sdresinin  15. gin oldugu (2.77 mg/g)
belirlenmistir. Altintop albedo kalluslarindan elde edilen verilere gére MJ2 (2.95
mg/g) ortaminin en yiiksek fenolik bilesik degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Diger ortamlar arasinda ise istatistiksel bir farkin olmadig: bulunmustur. Portakalda
oldugu gibi altintopta da 15 glinlik kaltdr stresinin (3.61 mg/g) fenolik bilesik
Uretiminde daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Benzer olarak Wang ve ark. (2015)
Hypericum perforatum’un hiicre suspansiyon kultirlerinde flavonoid Uretimi
Uzerinde MeJA’min etkisinin arastirmiglardir. En yiiksek flavonoid tretimi (280
mg/L) 15 gunlik kdltar sdresinde ve MeJA’min 100 pmol/L  oldugu
konsantrasyonda tespit etmislerdir.

Portakal albedo suspansiyon hiicre kulttrlerinde naringin miktar: igin S2
ortaminin (0.17 mg/g) en ylksek degere sahip oldugu bulunmustur. Diger ortamlar
arasinda ise istatistiksel olarak fark gozlemlenmemistir. Kultlr stresi ile naringin
miktar1 arasinda dogru bir oranti olmasa da 20. glnin (0.27 mg/g) en yiiksek
degere sahip oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak altintopta da S2 ortaminin
(0.48 mg/g) en yuksek degere sahip oldugu bulunmustur. Farkli olarak ise 15
glinlik (0.56 mg/g) kaltir suresinin en yiksek miktara sahip oldugu bulunmustur.
Wee ve ark. (2013) yaptiklari ¢alismalarda Sauropus androgynus’un Kallus
kilturlerinde elisitorlerin etkisini incelemislerdir. Elisitér olarak salisilik asit
uygulanmis somatik embriyolarin naringin (92.8 kat artis, 11471.76 ug/g FW),
TBHQ (16.3 kat artis, 11625.10 pg/g FW) ve kaempferol (10.7 kat artis, 2225.92
ug) miktarinda anlaml olarak daha ylksek Gretim gosterdigini gdzlemlemislerdir.

Arastirmacilar in vitro sekonder metabolit ve antioksidan Uretiminde elisitor
104



4. BULGULAR VE TARTISMA Taner BOZKURT

uygulamasinin hem 6nemli hem de gerekli oldugunu wvurgulamslardir. Tez
caligmalari kapsaminda elisitor olarak sakkaroz uygulamasi ile kiltlir siresinin
naringin Gretimi Gzerinde farkli etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir. Farkli bir
elisitor caligmasinda Baque ve ark. (2012b) Morinda sitrifolia (L.)’nin adventif kdk
stispansiyon kiltlrlerinde antrakinon (AQ), fenolik ve flavonoid dretimine elisitor
(kitosan ve pektin) uygulamasinin etkisini arastirmislardir. Kitosanin 0.2 mg/ml’lik
konsantrasyonu AQ, fenolik ve flavonoid Uretiminde basarili bulunmustur. Ayrica
kitosan uygulamasinin  AQ miktarinda %45’lik bir artisa sebep oldugunu
bulmuslardir.

Sispansiyon hiicre kultlrlerinde MeJA uygulamasinin naringin Gretimi
Uzerine etkisi incelendiginde paortakal albedo kalluslarinda MJ2 (0.30 mg/g)
ortaminin en yiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. En yuksek kiltur
stiresinin 20. giin (0.38 mg/g) oldugu bulunmustur. Altintopta ise 5 (0.56 mg/g) ve
15 giinliik (0.53mg/g) kultdr streleri en yiksek degerdeyken aralarinda istatistiksel
bir fark belirlenmemistir. Portakal da oldugu gibi altintopta da MJ2 ortaminin (0.59
mg/g) en yuksek degere sahip oldugu gozlemlenmistir. Ek olarak MeJA

konsantrasyonu ile naringin miktar: arasinda dogru oranti tespit edilmistir.

4.4, Molekdler Analizler
4.4.1. RNA izolasyonu

Altintop ve portakal meyvelerine ait albedo dokular: ile altintop albedo
dokusundan gelisen kalluslardan RNA izolasyonlar: gerceklestirilmistir. izole
edilen RNA’larin kalite ve miktarlar1 NanoDrop spektrofotometre, Agilent
Bioanalyzer 2100 ve agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Agaroz jelde,

ribozamal RNA’larin 18S ve 28S alt birimleri gozlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. izole edilen RNA’larin agaroz jeldeki goriintiisi. M1-M2: 1kb DNA
Marker, 1: Negatif kontrol, 2: Altintop albedo, 3: Altintop albedo, 4.
Portakal kabuk, 5: Portakal albedo

Cizelge 4.24. Ekstrakte edilen RNA 6érneklerinin Nanodrop ile yapilan él¢iimlerine

ait sonuclar
Ornekler ng/uL A260 | 260/230 | 260/280
Portakal Albedo 123.42 3.085 1.15 1.92
Altintop Albedo 36.85 0.921 0.21 1.76
Altintop Albedo Kallus 40.09 1.002 -1.07 2.61

Cizelge 4.24’deki RNA orneklerinin spektrofotometrik sonuglarina goére
elde edilen RNA miktarlarinin 36.85 ng/uL, 40.09 ng/uL ve 123.42 ng/uL oldugu
gozlemlenmistir. Agilent Bioanalyzer 2100 ile gerceklestirilen RNA analizlerine
ait Sekil 4.9’da sunulmustur. Elde edilen piklerde RNA’nin alt birimleri (28S ve
18S) ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Agilent Bioanalyzer 2100 ile yurutilen RNA analizlerine ait sonuglar. A.
Portakal albedo, B. Altintop albedo, C. Kallus (Altintop albedo)

4.4.2. RNA Sekans Analizleri

Altintop albedo, portakal albedo ve altintop albedo dokusundan gelisen
kallus drneklerine ait RNA’larin sekans analizleri lllumina HiSeq™ 2000 cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekans analizleri sonucunda Orneklere ait ham
veriler elde edilmistir (Cizelge 4.25). Bu verilere gore toplam 47.51 ile 49.78 Mb
(Mega base) arasinda ham okuma elde edilmistir. Toplam temiz okumalarin ise
44.89-46.02 Mb arasinda oldugu belirlenmis ve temiz okuma oraninin da %92.45
ile %95.61 arasinda oldugu tespit edilmistir. Toplam temiz baz miktarinin ise 4.49-
4.60 Gb (Giga base) araliginda oldugu bulunmustur.

Calismalarda kullanilan Illumina teknolojisi kullanarak yrtittlen farkl bir
calismada Fukushima ve ark. (2015) Perilla frutescens var. crispa’nin yesil ve
kirmizi formlarinda transkriptom analizleri gergeklestirmislerdir. RNA-seq
analizleri ile 1.2 milyar kisa okuma elde etmislerdir. De novo analizleri sonucunda

kirmizi formlarda 47.788 gen ve yesil formlarda ise 47.840 gen tespit etmislerdir.
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Turuncgillerle ilgili yapilan bir calismada ise Sun ve ark. (2014) dijital gen
ekspresyon profillemesi ile kan portakalinin (C. cinensis) transkriptom analizlerini
yapmiuglardir. Toplam 21 milyondan fazla temiz okuma elde etmislerdir. Temiz
%25.2-39.9’unun

gostermedigini tespit etmislerdir. Portakal ve altintop meyvelerini kullanarak

okumalarin  yaklasik turunggil genomu ile benzerlik

yuritulen tez caligmalari kapsaminda toplam temiz okuma oraninin %92.45 ile
%95.61 arasinda oldugu belirlenmistir. Calismalarda C. clementina referans genom

olarak kullanilmustir.

Cizelge 4.25. RNA-seq analizleri ile elde edilen okumalara ait veriler

Arnek Toplam Ham | Toplam Temiz | Toplam Temiz | Temiz Okuma
Okuma (Mb) | Okuma (Mb) Baz (Gb) Orani (%)
Portakal Albedo 47.51 44.89 4.49 94.48
Altintop Albedo 47.51 45.43 4.54 95.61
Kallus (Altintop
Albedo) 49.78 46.02 4.60 92.45

Genom haritalamasinda okuma filtrelemelerinden sonra temiz
okumalar referans genoma gore haritalanmigtir. Toplam haritalama oranin

%87.70-91.68 arasinda degistigi gozlemlenmistir.

4.4.2.1. Gen Ekspresyon Analizleri

Yeni transkriptlerin belirlenmesinden sonra, yeni transkriptler referans
transkripte gore hizalanmistir. Daha sonra hizli ve etkili bir okuma dizenleyicisi
olan Bowtie2 kullanilarak temiz okumalar eslestirilmistir. Daha sonra hem gen
hem de transkript ifade seviyesini hesaplayabilen bir arag (RSEM) kullanilarak gen
ekspresyon seviyeleri hesaplanmisgtir. FPKM degerleri hesaplanarak gen ifade

seviyeleri belirlenmis ve érneklere ait FPKM degerleri EK 2’de verilmistir.
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Sekil 4.10. Gen ifadesinin drnekler arasindaki korelasyonu

Cizelge 4.26. Ornekler arasindaki gen ifadesi korelasyonuna ait degerler

Arnek Portakal Altintop Kallus
Albedo Albedo (Altintop Albedo)
Portakal Albedo 1.00 0.85 0.37
Altintop Albedo 0.85 1.00 0.32
Kallus
(Altintop Albedo) 037 032 1.00
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Sekil 4.11. Orneklerin gen ifadeleri acisindan kiimelenmesini gosteren dendrogram

Ornekler arasindaki korelasyon degerleri ile korelasyon grafigi Cizelge
4.26 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde altintop
albedo ile kallus (altintop albedo) arasindaki iliskinin (0.325) oldukca dustk
oldugu gozlemlenmistir. Toplam 0.853 korelasyon degeri ile de altintop ve portakal
albedo 6rneklerinin yiksek iliskide oldugu gozlemlenmistir. Ek olarak bu FPKM
degerleri kullanilarak ornekler arasinda hiyerarsik kiimelemeyi g0Osteren
dendogram olusturulmustur (Sekil 4.11). Portakal ve altintop albedo &rnekleri
arasinda yakin iliski varken kallus érneginin digerlerinden farkl: kiimelendigi tespit
edilmistir.

Ornekler arasinda ortak veya farkl: eksprese edilen genler, venn diyagram:
kullanilarak goriintilenmistir (Sekil 4.12). Portakal albedo ve altintop albedo
ornekleri arasinda toplam 18319 genin ortak ifade oldugu tespit edilmistir. Portakal
albedoda ifade olan 1102 genin altintop albedoda ifade olmadig: gézlemlenmis ve
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altintop albedoda ifade olurken portakal albedoda ifade olmayan 984 genin var
oldugu tespit edilmistir. Altintop albedo ile kallus 6rneginde toplam 17945 genin
ortak ifade edildigi belirlenmistir. Kallusta ifade olan 1431 genin albedoda ifade
olmadigi, 1358 genin ise altintopta ifade olurken kallusta ifade olmadig
bulunmustur. Portakal albedo ve kallus arasinda 17879 genin ortak ifade edildigi

gozlemlenmistir.

Partakal &lbedo ,|!.|||||.~n|-.,|5||'|.-||r|

Kallus
Portakal Albedo (Altintop Albedo)

Kallus
{Altintop Albedo)

Altintop Albedo

Sekil 4.12. Ornekler arasinda ifade edilen genlerin analizi

Liu ve ark. (2012) *Suli’ armut (Pyrus pyrifolia) cesidinin dormansi
fazinda aktif olan genleri RNA-seq analizi ile belirlemislerdir. Illumina RNA-seq
sistemini kullanarak de novo transkriptom analizi ve dijital gen ekspresyonu (DGE)
profillemesi analizlerini gerceklestirmislerdir. Toplam 69393 gen (ortalama 853 bp
uzunluk) belirlemiglerdir. Hiyerarsik kiimeleme analizini kullanarak farkl
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seviyelerde ifade edilen 190 geni yedi grup icerisine yerlestirmislerdir. Zenoni ve
ark. (2010) uzumde (Vitis vinifera) meyve gelisimi sirasinda aktif olan genlerin
ifadesini arastirmislardir. lllumina genome analyzer 1l kullanarak ydurdttikleri
RNA-seq analiz sonuclarina gore 59 milyondan fazla sekans elde etmislerdir.
Meyve gelisimi sirasinda toplam 17324 genin aktif oldugunu gozlemlemislerdir.
Illumina teknolojisini kullanarak ydritiulen RNA-seq calismalarinda hem meyve
dokularinda hem de kallusta aktif olan genler tespit edilmistir. Her iki meyve ve
kallus 6rnegi arasinda ifade edilen ortak ya da ortak olmayan cok sayida gen tespit

edilmistir.

4.4.2.2. Farkh Seviyelerde ifade Olan Genlerin (DEGs) Belirlenmesi

Yapilan analizler sonucu elde edilen veriler kullanilarak drnekler arasinda
farkli seviyelerde ifade olan genler tespit edilmistir. DEG’lerin belirlenmesinde
PossionDis algoritmasi kullanilmigtir. Analizler sonucu up regule ve down regle
olan genler belirlenmistir (Sekil 4.13). Portakal albedo ve altintop albedo arasinda
toplam 3661 gen tespit edilmis ve bunlarin 1778’inin up-regile, 1883’lniin de
down-regiile oldugu belirlenmistir. Portakal albedo ile kallus arasinda ise 7513 gen
tespit edilirken bunlarin 3114’°0n0n up-regiile 4399’unun down-reglle oldugu
gozlemlenmistir. Altintop albedo ve aymi dokudan gelismis olan kallus arasinda
toplam 7070 gen tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gdre meyveler
arasindaki analizlerden ziyade kallus ile yapilan galismalarda daha fazla gen tespit

edilmistir.
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4399
4086

v

Portakal Albedo Portakal Albedo _ Altintop Albedo _
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Sekil 4.13. Farkli ifade olan genlerin érnekler arasindaki durumu

Ji ve ark. (2015) elma (Malus sieversii f. niedzwetzkyana) kallusunda
antosiyanin  biyosentezini  baskilayan oksin ile iliskili transkriptomlar:
aragtirmiglardir. Farkli konsantirasyonlarda 2,4D ve NAA ile desteklenmis MS
ortamlarinda gelistirilen kalluslari kullanarak Illumina HiSeq™ 2000 sistemi ile
RNA-seq analizlerini gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 uygulamalarda 2,4D
uygulamasinda 3070 ve NAA uygulamasinda ise 2533 farkli seviyelerde ifade
edilen gen tespit etmislerdir. Toplam her uygulamadan elde edilen sonuclarda 937
genin up-regule ve 902 genin de down-regile oldugunu belirtmislerdir. Baska bir
calismada ise Lin ve ark. (2015) yapmis olduklar: arastirmada Ponkan mandarin
(Citrus reticulata) meyvesinde seker ve organik asit metabolizmasinin
transkriptom ve metabolom analizlerini gerceklestirmislerdir. Farkli ifade olan
genler arasindaki iliskiyi Venn diagrami kullanarak belirlemigler ve meyve
olgunlasmas: sirasinda 85 up-regiille ve 59 down regile geni tespit etmislerdir.

Sakkaroz fosfat sentaz geninin up-regile oldugunu gézlemlemislerdir. Yrdtilen
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tez calismasinda ise kallus ile meyvelerin albedo dokular: birlikte degerlendirilmis
ve 2984-3114 up-regule, 4086-4399 down-regiile gen gozlemlenmistir.

Ornekler ve genler arasindaki benzerliklere dayal: istatistiksel kiimeleme
analizleri ile olusturulan HeatMap goruntlleri, calismalarda elde edilmistir.
Olusturulan HeatMap goruntlleri  Sekil 4.14’te  sunulmustur. HeatMap
gorintulerinde koyu rengin yiksek ifade seviyesini acik renk ise dusik ifade

seviyesini temsil etmektedir.
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Sekil 4.14. Farkl: ifade olan genlerin érnekler arasindaki HeatMap gorinttleri. 1.
Portakal albedo, 2. Altintop albedo ve 3. Kallus
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4.4.2.3. Farkh Seviyelerde ifade Olan Genlerin Ontoloji (GO) Analizleri
Gen Ontoloji veya GO, tum tirler arasindaki gen ve gen urinleri

niteliklerinin temsilini birlestirmek igin yapilan bir biyobilisim girisimi olarak
tanimlanmaktadir. GO analizleri sayesinde genom ekspresyon calismalarinda
biyolojik surecleri vurgulamak amaci ile siklikla kullanimaktadir. GO, 3
ontolojiye sahiptir. Bunlar; molekiiler biyolojik fonksiyon, hiicresel komponent ve
biyolojik prosestir (Young ve ark., 2010). Orneklere ait farkl: seviyelerde ifade
edilen genlerin ontoloji analizleri gerceklestirilmis ve olusturulan ontoloji semalar:
Sekil 15-17’de detayh olarak sunulmustur.
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Sekil 4.16. Portakal albedo ve kallus 6rnekleri arasinda olusturulan gen ontoloji
semasi
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Sekil 4.17. Altintop albedo ve kallus 6rnekleri arasinda olusturulan gen ontoloji

semasi

Yurutilen GO analizleri sonucunda elde edilen genler temel olarak

biyolojik proses, hicresel komponent ve

molekiler fonksiyon altinda

gruplandiriimistir. Biyolojik proses icerisinde metabolik ve hicresel prosesin en

yiksek gen miktarina sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu iki prosesin portakal

albedo ile kallus arasinda digerlerine gore daha yuksek miktarda gen igerdigi tespit

edilmistir. Diger bir simflandirma olan hiicresel komponentte ise hiicre ve hiicre
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boluminin en fazla geni icerdigi belirlenmistir. icerdikleri gen sayilarimn da ayn
oldugu gozlemlenmistir. Molekdler fonksiyon siniflandiriimast icerisinde katalitik
aktivite ve baglanma grubunun daha ylksek gene sahip oldugu tespit edilmistir.
Wang ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada Nahsi armuduna (Pyrus pyrifolia) ait
meyve pigmentasyonunda gorev alan genleri RNA-seq yontemi ile arastirmiglardar.
GO analizleri ile hiicresel komponent ve biyolojik proses ile iliskili 123 geni tespit
etmiglerdir. Yu ve ark. (2012) ise portakalda (Citrus sinensis) yirittukleri
transkriprom ¢alismalarinda GO analizlerine gore protein baglama, hidroliz
aktivitesi, transferaz aktivitesi ve tasiyici aktivite ile iligkili genlerin varligini tespit

etmislerdir.

4.4.2.4. Farkh Seviyelerde ifade Olan Genlerin Yolak Analizleri

Analizler sonucu farkli seviyelerde ifade olan genlerin yolak analizleri
calismalar kapsaminda yapilmistir. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) veri bankas: kullanilarak genlerin hangi yolaklarda gorev aldig:
belirlenmistir. Ornekler arasinda aktif olan genlerin hangi yolaklarda gérev aldig

Sekil 4.18-20de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Portakal albedo ile altintop albedo &rnekleri arasindaki genlerin

katildig: yolaklar
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Sekil 4.19. Portakal albedo ile kallus 6rnekleri arasindaki genlerin katildigi

yolaklar
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Sekil 4.20. Altintop albedo ile kallus ornekleri arasindaki genlerin katildig:
yolaklar

KEGG veri bankasi kullanilarak gergeklestirilen analizlere gore ornekler
arasinda birgok yolagin varlig: tespit edilmistir. Sekonder metabolit biyosentezi ile
metabolik yolaklarin tim érnekler arasinda var oldugu tespit edilmistir. Onemli
sekonder metabolitler arasinda flavonoidlerin biyosentezi ile iliskili yolaklarin
varlig tiim 6rnek kombinasyonlar arasinda belirlenmistir. Ornekler arasinda farkl
seviyelerde ifade olan genlerin katildig1 yolaklar ve ilgili genlerin sayisi1 Cizelge
4.27-29’da verilmistir.
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Cizelge 4.27. Portakal albedo ve altintop albedo drnekleri arasinda tespit edilen
onemli yolaklardan bazilar:
DEG'lerin Tum genlerin

Yolak yolak yolak Qvalue | Yolak ID
anotasyonlari | anotasyonlari

Sekonder metabolit

bi . 552 (19.15%) | 2487 (13.05%) | 6,08E-16 | ko01110
lyosentezi

Metabolik yolaklar | 792 (27.47%) | 4153 (21.8%) | 1,88E-07 | ko01100

Flavonoid
biyosentezi

Stilbenoid,
diarylheptanoid ve
gingerol
biyosentezi

Fenilpropanoid
biyosentezi

71 (2.46%) 247 (1.3%) | 1,29E+00 | ko00941

55(1.91%) | 177 (0.93%) | 2,01E+00 | ko00945

124 (4.3%) | 524 (2.75%) | 3,41E+00 | ko00940

izoflavonoid

o : 25 (0.87%) 72 (0.38%) | 6,61E+02 | ko00943
iyosentezi

Triptofan

. 37 (1.28%) 130 (0.68%) | 1,34E+03 | ko00380
metabolizmasi

Flavon ve flavonol | »7 6 9496) | 90 (0.47%) | 3,18E+03 | k000944

biyosentezi
Mgf“’terpe”‘?'d 10 (0.35%) 20 (0.1%) | 3,18E+03 | k000902
lyosentezi
Eamteno'd. 28 (0.97%) | 108 (0.57%) | 2,01E+04 | ko00906
iyosentezi

Limonen ve pinen 17 (0.59%) 63 (0.33%) 5,48E+04 | ko00903

degradasyonu

Seskiterpenoid ve

triterpenoid 20 (0.69%) 70 (0.37%) 2,10E+04 | ko00909
biyosentezi

Fotosentez 14 (0.49%) 62 (0.33%) 2,54E+05 | ko00195
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yolaklardan bazilar

Cizelge 4.28. Portakal albedo ve kallus drnekleri arasinda tespit edilen dnemli

DEG'lerin Tum genlerin
Yolak yolak yolak Qvalue | Yolak ID
anotasyonlari | anotasyonlari
Sek‘t’)f’der metabolit| g50 (16 5006) | 2487 (13.05%) | 2,08E-12 | ko01110
lyosentezi
Metabolik yolaklar | 1473 (25.37%) | 4153 (21.8%) | 1,74E-07 | ko01100
Fotosentez 38 (0.65%) 62 (0.33%) 2,26E+01 | ko00195
'é."f'a"ono'd 41(0.71%) | 72(0.38%) | 9,31E+01 | ko00943
iyosentezi
Limonen ve pinen | a5 4 6og4 63 (0.33%) | 2,68E+02 | ko00903
degradasyonu
F'a‘(;’” ve flavonol | 4q 7006y | 90 (0.47%) | 7,53E+02 | ko00944
iyosentezi
E.'terpeno'o.' 48 (0.83%) | 101 (0.53%) | 3,90E+03 | ko00904
lyosentezi
Karotenoid 50 (0.86%) 108 (0.57%) | 5,57E+03 | ko00906
biosynthesis
b'.:'a"ono'd. 100 (1.72%) | 247 (1.3%) | 5,57E+03 | ko00941
iyosentezi
Alfa-linolenik asit | 59 g704y | 83 (0.44%) | 9,50E+03 | k000592
metabolizmasi
Mg.”"terpe”‘?'d 13 (0.22%) 20 (0.1%) | 1,16E+04 | ko00902
iyosentezi
ABC tasyicilar 64 (1.1%) 158 (0.83%) | 2,79E+04 | k002010
Zeatin biyosentezi 21 (0.36%) 43 (0.23%) 5,14E+04 | ko00908
RNA polimeraz 56 (0.96%) 192 (1.01%) | 9,35E+05 | ko03020
Bitki hormonu
sinyal 206 (3.55%) | 645 (3.39%) | 4,26E+05 | ko04075
transdiksiyonu
Linolenik asit 24 (0.41%) 68 (0.36%) | 4,39E+05 | ko00591

metabolizmasi
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Cizelge 4.29. Altintop albedo ve kallus ornekleri arasinda tespit edilen dnemli
yolaklardan bazilar

DEG!'lerin Tum genlerin
Yolak yolak yolak Qvalue |Yolak ID
anotasyonlari | anotasyonlari

Sekonder metabolit| g4, 16 5904) | 2487 (13.05%) | 4,71E-08 | k001110

biyosentezi

Metabolik yolaklar | 1367 (24.84%) | 4153 (21.8%) | 5,16E-03 | ko01100
Flavonoid 110 (2%) 247 (1.3%) | 4,76E+00 | k000941
biyosentezi
Fotosentez 37 (0.67%) 62 (0.33%) | 1,42E+01 | ko00195

Alfa-linolenik asit

X 40 (0.73%) 83 (0.44%) 2,49E+03 | ko00592
metabolizmasi

Monoterpenoid

biyosentezi 14 (0.25%) 20 (0.1%) 2,49E+03 | ko00902

Flavon ve flavonol

" : 42 (0.76%) 90 (0.47%) | 3,04E+03 | ko00944
iyosentezi

Galaktoz

) 71 (1.29%) 172 (0.9%) 3,34E+03 | ko00052
metabolizmasi

Limonen ve pinen
degradasyonu

Akridon alkaloid
biyosentezi

31 (0.56%) 63 (0.33%) | 4,98E+03 | ko00903

17 (0.31%) 29 (0.15%) | 6,08E+03 | k001058

Karotenoid
biyosentezi

ABC taslyicilari 60 (1.09%) 158 (0.83%) | 4,13E+04 | ko02010

44 (0.8%) 108 (0.57%) | 3,03E+04 | ko00906

Linoleik asit

) 29 (0.53%) 68 (0.36%) 4,90E+04 | ko00591
metabolizmasi

';.Oﬂa"ono"?' 30 (0.55%) | 72(0.38%) |5,93E+04 | ko00943

iyosentezi

Zeatin biyosentezi | 17 (0.31%) 43(0.23%) | 2,10E+05 | ko00908
ﬁ.”tos'ya””? 3 (0.05%) 16 (0.08%) | 1,00E+06 | ko00942
iyosentezi

RNA polimeraz 45 (0.82%) 192 (1.01%) | 1,00E+06 | ko03020
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Portakal albedo, altintop albedo ve kallus 6rnekleri arasinda tespit edilen
onemli yolaklardan bazilar EK 3, 4, 5°te verilmistir. Ayrica bu yolaklar igerisinde
farkl: seviyelerde ifade olan genlerin listeleri ise EK 6, 7, 8’de sunulmustur.
Ornekler arasinda sekonder metabolit sentezi ile iliskili birgok yolak ve bu
yolaklarda gorev alan genler yuratilen calismalar kapsaminda belirlenmistir.

Mu ve ark. (2012) Betula platyphylla’nin fenotipik degisimlerine ait
transkriptomik analizlerini arastirmiglarcdir. Fenotipik degisimlerin daha iyi
anlasilabilmesi igin arastirmacilar, KEEG yolak analizini kullanmiglardir. Farkli
seviyelerde ifade olan toplam 3437 geni 122 KEGG yolak igerisinde
belirlemislerdir. Calismalarinda autotetraploidler ve diploidler arasinda en belirgin
farklihk gosteren yolaklarin, stilbenoid, diarilheptanoid ve gingerol biyosentezi
(Ko00945), limonen ve pinen degradasyon (Ko00903), fenilpropanoid biyosentezi
(Ko00940), amino seker ve niikleotid seker metabolizmas: (Ko00520), flavonoid
biyosentezi (Ko00941), sekonder metabolitlerin (Ko01110) biyosentezi, bitki
hormonu sinyal iletimi (Ko04075) ve fenilalanin metabolizmasini (Ko00360)
izleyen bitki patojen etkilesimleri (Ko04626)oldugunu tespit etmislerdir. Liang ve
ark. (2015) ydrattukleri calismada pomelonun (Citrus grantis) de novo
transkriptom analizlerini lllumina teknolojisini kullanarak gerceklestirmislerdir.
KEGG veri tabanimi kullanarak 57212 unigeni agiklamiglardir. Elde edilen
sonuclara gore, 23219 unigeni 5 ana kategori ve 128 KEGG yolak icerisinde
haritalamiglardir. Genlerin gogunun (19780; %85.19) metabolizma kategorisinde
oldugunu belirlemiglerdir. Bu kategori icerisinde karbonhidrat metabolizmasi, lipit
metabolizmasi ve sekonder metabolitlerin biyosentezinin en ¢ok temsil edilen alt
kategoriler oldugunu tespit etmislerdir. Farkli bir calismada Yu ve ark. (2015)
mandarinde ucucu ve ugucu olmayan bilesenlerin Uretimini daha iyi agiklamak
amaci ile proteomik ve metabolomik analizleri gerceklestirmislerdir. KEGG
analizlerine gore 48 metabolik yolak icerisinde 46 farkli sekillerde ifade edilen

proteini belirlemiglerdir. Tanimlanan biyosentetik yolaklarin ¢ogunun glikoliz,
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sitrik asit dongusi, seker sentezi, amino asit sentezi ve terpen sentezi ile iliskili
oldugunu belirlemiglerdir.

Yapilan galismalara benzer olarak tez calismasi kapsaminda yuratilen
yolak analizlerine goére ornekler arasinda stilbenoid, diarylheptanoid ve gingerol
biyosentezi, limonen ve pinen degradasyonu, linoleik asit metabolizmasi,
karotenoid biyosentezi, zeatin biyosentezi, akridon alkaloid biyosentezi, flavon ve
flavonol biyosentezi gibi 6nemli yolaklar tespit edilmistir. Ayrica alfa-linolenik asit
metabolizmasi, diterpenoid biyosentezi gibi birgok yolagin kallus ile iliskili
ornekler arasinda var oldugu belirlenmistir.

Fenolik bilesiklerin en buyik sinifint olusturan flavonoidler oldukga
onemli sekonder metabolitler arasindadir. Tim Ornekler arasinda flavonoid
biyosentezi yolag: tespit edilmistir. Bunlar arasinda portakal albedo ve altintop
albedo arasinda flavonoid biyosentezi yolag: Sekil 4.21’de sunulmustur. Flavonoid
biyosentezi yolag: igerisinde up regile (kirmizi renkli) ve down regile (yesil

renkli) olan genler farkli renkli gergeveler igerisinde gosterilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Temel yasamsal fonksiyonlari ile dogrudan iliskisi olmamasina Kkarsin
sekonder metabolitler, bitkinin stres kosullarinda cevresel uyumu icin 6nemli
gorevler Ustlenmektedir. Bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve bdcekler
arasindaki etkilesimleri diizenleyen ekolojik bir role sahiptirler. EkK olarak bitki
sekonder metabolitlerinin gida, kozmetik, tekstil, kimya ve ila¢ endistrisinde de
oldukca fazla kullanim alam bulunmaktadir. insan beslenmesinde énemli bir yere
sahip turuncgiller, sekonder metabolitler bakimindan da oldukca zengindir.
Sekonder metabolitlerin buyiik bir kismini olusturan fenolik bilesikler ile terpenler,
turunggil meyvelerinin 6nemli bilesenleridir. Turuncgillerin islenmesi sonucu
ortaya ¢ikan meyve kabuklari, terpenlerin biylk bir bolimund olusturan esansiyel
yaglar icin degerlendirilmektedir. Ekonomik olarak degerli olan bu yaglarin elde
edilmesi igin farkli metotlardan faydalaniimaktadir. Bu tez ¢alismasinda ilk olarak
farkl: turuncgil meyvelerine ait (Satsuma mandarini, Klemantin mandarini, Meyer
limonu, interdonat limonu, Kan portakali ve Turung) kabuklardan klasik yontemler
kullanilarak esansiyel yag dretimi gerceklestirilmistir. Bu amagcla distilasyon
yontemi kullanilmis ve yag verimini artirmak icin kabuklara bazi 6n islemler
(kucuk parcalara ayirma, blender ile ogutilme ve kurutularak kigik parcalara
ayirma) uygulanmigtir. Elde edilen sonuclara gore en yuksek esansiyel yag verimi
mL/g olarak ‘Washington Navel’ (%4.0) ve ‘Moro’ kan portakalinda (%4.6) tespit
edilmistir. On islemler icerisinde ise tim meyve kabuklar1 igin blender ile
ogiitmenin oldukga iyi bir yontem oldugu sonucuna varilmistir. Ozellikle kiigiik
parcgalara ayirma islemi ile karsilastirildiginda tim meyve kabuklarinin yag verimi
2 ile 22 kat oraninda artis gostermistir. Elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal
bilesimleri GC-MS kullanilarak belirlenmistir. Tim yaglarda en yiksek bilesigin
D-limonen oldugu ve turuncgiller igin major bilesik olarak tanimlanabilecegi

kanitlanmigtir. D-limonen miktart meyvelere gore %66.58 ile %93.32 arasinda
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degiskenlik gostermistir. Moro kan portakalinin hem yag veriminin hem de D-
limonen miktarinin diger cesitlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tez calismasimn  devaminda sekonder metabolitlerin  biyoteknolojik
yontemlerle Uretilmesi hedeflenmistir. Bu amacla yag verimi yuksek ‘Washington
Navel’ portakal ile ‘Star Ruby’ altintop meyvelerinden kallus kiltir( galismalar
yuratilmistar. Farkl: bitki biylme dizenleyicileri ile desteklenmis 12 MT ortamu
ile meyvelere ait eksplantlar (Albedo, kabuk ve meyve kesiti) kullaniimustir.
Kalluslar, aydinlik (16/8 saat aydinlik/karanlik) ile tamamen karanhk kiltir
kosullarinda gelistirilmistir. Aydinlik kosullarda hem kallus olusumu (%36.26)
hem de agirlik farkina (0.24g) gore en iyi meyvenin portakal oldugu bulunmustur.
Bunun aksine karanlik kosullarda ise altintop, gelisim (%56.48) ve agirlik farki
(0.79g) yoniinden daha iyi sonu¢ vermistir. Kalluslarin % gelisimleri ile agirhk
farklarinin degerlendirilmesi sonucu en iyi gelisim, albedo eksplantinda (karanlik
icin %81.71, aydinlk igin %52.31) gozlenirken, kabuk eksplantinda kallus gelisimi
(< %1) tespit edilememistir.

Kallus agirlik fark: ve gelisimi ortamlar diizeyinde degerlendirildiginde, 12
kombinasyondan dordii en iyi sonug vermistir. Kallus gelisimlerine gore kinetin 0.1
mg/L+2,4D 0.1 mg/L, kinetin 0.1 mg/L+2,4D 2.0 mg/L, kinetin 1.0 mg/L+2,4D 1.0
mg/L ve kinetin 5.0 mg/L+2,4D 1.0 mg/L iceren ortamin iyi sonu¢ verdigi
bulunmustur. Sonu¢ olarak kallus gelisiminde bircok faktoriin etkisi tespit
edilmistir. Buna gore tim veriler degerlendirildiginde en basaril eksplantin albedo
oldugu tespit edilmistir. Kultlr kosullarinin kallus gelisimindeki etkisi meyvelere
gore farklilik gostermis ve karanligin genel olarak kallus gelisiminde daha etkili
oldugu belirlenmistir.

Basarili kallus gelisimleri ile tez calismasinda kalluslarin fenolik bilesik ve
naringin Uretebilme kapasiteleri arastirilmistir. ki meyveye ait eksplantlar, (albedo
ve meyve Kesiti) secilen dort ortamda kultire alinarak ortam ve kiltir kosullarinin
etkisi belirlenmistir. Portakal kalluslarinda hem toplam fenolik bilesik hem de

naringin miktarina aydinlik kosullarin pozitif etkisinin oldugu tespit edilmistir.
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Ayrica albedo eksplanti i¢in hem karanlik (1.411 mg/g) hem de aydinlik kosullarda
(1.530 mg/g) en yuksek fenolik bilesik miktar1 tespit edilmistir. Benzer olarak
naringin miktarinda da aydinlik kiltir kosullar: ile albedo eksplanti (0.103-0.096
mg/g) daha yiiksek sonug¢ vermistir. Toplam fenolik ve naringin miktarlarina gére
aydinlik ve karanhk kosullar degerlendirildiginde ortam O4 ile O3’ln daha iyi
sonug verdigi belirlenmigtir. Kultlr kosullarina gore degiskenlik gosterse de ideal
kultlr suresinin 1. ve 3. altkultr oldugu tespit edilmistir.

Altintop eksplantlarindan gelisen kalluslarda albedonun (1.943-1.429
mg/g) ve ortam O3 ile O4’lin toplam fenolik bilesik miktar1 bakimindan en ylksek
degerde oldugu bulunmustur. Farkl: olarak albedo icin karanlik kosullarin (1.943
mg/g), meyve Kesiti i¢in ise aydinhk kosullarin (1.606 mg/g) daha uygun
olabilecegi sonucuna ulasilmigtir. Naringin miktarina gore ise eksplantlar arasinda
onemli bir fark gozlenmezken, kiltir kosullart fenolik bilesikte oldugu gibi
farklihk gostermistir. Ortamlardan O3 ve O4’iin, naringin miktar: icin de uygun
oldugu tespit edilirken, 1. altkiltirin her iki bilesik icin en yiiksek degerde oldugu
gozlemlenmistir.

Sekonder metabolitlerin biyoteknolojik Gretim ¢alismalarinin devaminda
dort ortamdan bir tanesi segilmistir. Segilen O3 ortami, fenolik bilesik ve naringin
retiminin iyilestirilmesi amaci ile kullanilmis ve farkli elisitér (Sakkaroz ve
MeJA) denemeleri yapilmistir. Sakkaroz denemeleri incelendiginde; portakal icin
fenolik bilesik ve naringin miktarina gore aydinlik kosullarda meyve Kkesiti
kalluslari, karanlik kosullarinda ise albedo kalluslari daha iyi sonug vermistir.
Toplam 30 g/L sakkaroz iceren ortam O3 ile 2. ve 3. altkulturin daha ylksek
degerde oldugu tespit edilmistir. Portakal albedo kalluslar1 icin fenolik ve naringin
miktarina gore karanhk kulttr kosullar: ile 20 g/L sakkaroz igeren S1 ortaminin
daha iyi oldugu tespit edilmistir. Meyve kesiti kalluslar1 igin ise aydinhik kosullar
ile O3 ortaminin daha yiiksek fenolik ve naringin miktarina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Her iki kallus igin 2. ve 3. altkiltirin yuksek degerde sonug

verdigi tespit edilmistir.
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Portakal eksplantlart ayr1 ayri degerlendirildiginde ise albedo
eksplantindan gelisen kalluslardaki toplam fenolik ve naringin miktar: bakimindan
karanlik kiltir kosullar: ile S1 ortaminin daha iyi oldugu tespit edilmisken, 2. ve 3.
altkulttrtn ideal kaltdr sureleri oldugu belirlenmistir. Meyve kesiti eksplantindan
gelisen kalluslar icin ise aydinhik kiltir kosullar: ile O3 ortaminin hem toplam
fenolik hem de naringin miktar1 agisindan daha yiksek degerde oldugu tespit
edilmistir. Albedo eksplantindan gelisen kalluslarda oldugu gibi burada da 2. ve 3.
altkultdrdn her iki analiz icin ideal kiltlr suresi oldugu belirlenmistir.

Altintop eksplantlarindan gelisen kalluslara ait aydinlik kulttr kosulu
verileri degerlendirildiginde S1 ortami ile 1. alt kultlrin hem toplam fenolik hem
de naringin miktar1 bakimindan yiiksek sonug verdigi gozlemlenmistir. Fenolik
bilesik miktarina goére albedodan gelisen kalluslarin, naringin miktarina gore ise
meyve kesitinden gelisen kalluslarin daha uygun oldugu bulunmustur. Karanlk
kultir kosullarinda ise 1. altkiltir ile O3 ortaminin her iki analiz icin yiiksek
miktarda oldugu belirlenmistir. Her iki analiz sonuglarina goére karanlik kultdr
kosullarinda eksplantlardan gelisen kalluslar arasinda fark tespit edilmemistir.

Altintop eksplantlar1 ayr1 ayri degerlendirildiginde, albedodan gelisen
kalluslarda aydinlik kiltir kosullar: toplam fenolik miktar: icin, karanhk kultir
kosullar1 ise naringin miktar: icin daha uygun oldugu gozlemlenmistir. Her iki
analiz sonuclarina goére S1 ortami ile 2. altkdltirin daha basarili oldugu
belirlenmistir. Meyve eksplantindan gelisen kalluslar igin her iki analize gore elde
edilen sonuclarin benzer oldugu tespit edilmistir. Buna gore karanhk ve aydinlik
kiltur kosullar: arasinda fark gézlemlenmezken ortam O3 ile 1. altklltirin yiksek
miktarda sonug verdigi belirlenmistir.

MeJA ile yapilan elisitér uygulamalarina gore; aydinlik kiltir kosullarinda
gelisen portakal kalluslari degerlendirildiginde hem toplam fenolik hem de
naringin miktarina goére meyve kesiti eksplantinin daha iyi sonug verdigi
belirlenmistir. Karanlik kiltur kosullarinda ise albedo eksplantinin her iki analiz

icin yuksek degerde sonug verdigi tespit edilmistir. Her iki analiz sonuglarina gore
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kultlr kosullar1 beraber degerlendirildiginde 2. altklltir ile MJ2’nin yiiksek
degerde oldugu tespit edilmistir.

Portakal eksplantlart MeJA uygulamasi icgin ayri ayri degerlendirildiginde
hem albedodan gelisen kalluslar hem de meyve kesitinden gelisen kalluslarda
aydinhik kiltdr kosullar: ile MJ2 ortaminin en yiiksek fenolik bilesik miktarina
sahip oldugu tespit edilmistir. Kaltur suresi icin ise albedoda 3. altkiltur, meyve
kesitinde ise 2. altkulturin daha uygun oldugu gdzlemlenmistir. Naringin miktarina
gore ise, meyve ve albedo eksplantindan gelisen kalluslarda aydinlik kaltar
kosullar1, ortam MJ2 ve 3. altkiltirin en yiksek miktarda oldugu belirlenmistir.

Toplam fenolik bilesik miktarina gore; altintop eksplantlarindan gelisen
kalluslarda hem aydinlik hem de karanlik kaltir kosullarinda albedo eksplantinin
uygun oldugu tespit edilmistir. iki eksplanttan gelisen kalluslarda MJ2 ile 1.
altkdltirin - yiksek fenolik miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Naringin
miktarina gore aydinlik ve karanhk kultir kosullarinda albedo ekplant: ile MJ2
ortaminin daha iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Kultlr stresi olarak ise 1.
altkdltdriin her iki eksplant i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir.

Altintop eksplantlarindan gelisen kalluslar ayr1 ayri degerlendirildiginde
ise her iki eksplanttan gelisen kalluslarda aydinlik kiltiir kosullari, 1. altkaltir ve
MJ2 ortaminin en yiksek fenolik bilesik miktarina sahip oldugu belirlenmistir.
Naringin miktar: bakimindan her iki eksplanttan gelisen kalluslarda aydinlik kiltir
kosullar1 ile 1. altkultiriin daha ylksek miktarda sonug verdigi gézlemlenmistir.
Ortamlar icerisinde ise albedo igin MJ2, meyve kesiti i¢in ise O3 ortaminin daha
yiksek degerde oldugu tespit edilmistir.

HPLC analizleri ile elde edilen naringin miktarlari Davis testi sonuglari ile
benzerlik gostermistir. Davis testinin yaklasik 1.07-2.52 kat fazla sonug verdigi
belirlenmistir. Daha ekonomik ve kullanilabilirligi kolay olan Davis testinin
naringin analizlerinde rahatlikla uygulanabilecegi sonucuna varilmistir.

Elisitér uygulamalar: ile ydrdtilen stispansiyon hicre kiltird calismalar:

aydinhik kaltir kosullarinda 20 giin boyunca takip edilerek toplam fenolik bilesik
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ve naringin miktarlar: belirlenmistir. Albedo kalluslar: ile ydrdtilen bu ¢alismanin
sonuglarina gore, portakal kalluslarinda sakkaroz uygulamalar: icin S1 ile S2
ortami ve MeJA uygulamalari i¢in de MJ2 ortamlarinin hem fenolik hem de
naringin miktar1 yoniinden yuksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki
uygulama ve analiz sonuglari icin 20. gunin ideal kdltur sdresi oldugu
belirlenmistir. Altintop kalluslarina gore ise sakkaroz uygulamalar: igin S2 ortami
ile 15. glin kiltdr sdresinin, MeJA uygulamalarina gére ise MJ2 ortam ile 15.
glnluk kaltar stresinin her iki analiz bakimindan en yiiksek miktarda sonug verdigi
gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak stispansiyon hicre kiltiri ¢alismalarinda, toplam
fenolik ve nparingin miktarindaki artisin  sakkaroz ile MeJA’nin artan
konsantrasyonlariyla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.

Tez calismasinin devaminda altintop albedo, portakal albedo ve altintop
albedo dokusundan gelisen kallus 6rneklerine ait RNA’larin sekans analizleri
gerceklestirilerek sekonder metabolit Gretiminden sorumlu olan aktif genler
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore toplam 47.51 ile 49.78 Mb arasinda ham
okuma elde edilmistir. Toplam temiz okumalarin ise 44.89-46.02 Mb arasinda
oldugu belirlenmis ve temiz okuma oraninin da %92.45 ile %95.61 arasinda oldugu
tespit edilmistir.

Portakal albedo ve altintop albedo 6rnekleri arasinda toplam 18319 genin
ortak ifade oldugu tespit edilirken, altintop albedo ile kallus 6rneginde toplam
17945 genin ortak ifade edildigi belirlenmistir. Portakal albedo ve kallus arasinda
ise 17879 genin ortak ifade edildigi gozlemlenmistir. DEG analizleri sonucunda
portakal albedo ve altintop albedo arasinda toplam 3661 gen tespit edilmis ve
bunlarin 1778’inin up-regiile, 1883’Unin de down-regule oldugu belirlenmistir.
Portakal albedo ile kallus arasinda ise 7513 gen tespit edilirken bunlarin 3114’iniin
up-regile, 4399’unun ise down-regule oldugu gézlemlenmistir. Altintop albedo ve
ayn: dokudan gelismis olan kallus arasinda toplam 7070 gen tespit edilmistir.
Meyveler arasindaki analizlerden ziyade kallus ile yapilan ¢alismalarda daha fazla

gen bulundugu yapilan analizler sonucunda tespit edilmistir.
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Ornekler arasinda farkli seviyelerde ifade olan genlerin GO ve KEGG
analizleri gergeklestirilmistir. GO analizleri sonucunda elde edilen genler, temel
olarak biyolojik proses, hicresel komponent ve molekiler fonksiyon altinda
gruplandiriimistir. Metabolik ve hiicresel prosesin, biyolojik proses icerisinde en
yiksek gen miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu iki prosesin kallus ve
portakal albedo arasinda diger 6rneklere gore daha fazla gen igerdigi bulunmustur.
Hucresel komponentte, hiicre ve hiicre bolimunin, molekiler fonksiyon
siniflandiriimasinda da katalitik aktivite ve baglanma grubunun daha fazla gene
sahip oldugu tespit edilmistir. KEGG veri bankas: kullanilarak gerceklestirilen
analizler sonucunda ornekler arasinda bir¢cok yolagin varligi tespit edilmistir.
Ozellikle sekonder metabolit biyosentezi ile metabolik yolaklarin tim ornekler
arasinda var oldugu belirlenmistir. Ek olarak flavonoid biyosentezi ile iliskili
yolaklarin varligi da tim érnekler arasinda tespit edilmistir.

Oldukga fazla alanda kullanilan sekonder metabolitler ¢cogunlukla dogal
alanlarda yetisen bitkilerden elde edilmekte ve bitkilere goére 6zellesmektedir. Bu
nedenle metabolitlerin miktar1 ve Kkalitesi surekli degismektedir. Sekonder
metabolitlerin biyoteknolojik Gretimi, ayn: kalitede, istenilen miktarda ve daha
glvenilir Urtinler sunmaktadir. Metabolitlerin sentez mekanizmalarin 6grenilmesi
ile de daha kontrolll Grlin Gretimi ve bir bitkisel materyalden birden fazla trinin
Uretilmesi saglanabilmektedir. Bitki doku ve hiicre kilturleri sayesinde tim bu
Uretimlerin yapilabilmesi icin arastirmalar gtin gectikce artmaktadir.

Bircok onemli calismalar ile desteklenmis bu tezde oldukca 6nemli
bulgular elde edilmistir. Turuncgillerin sahip oldugu esansiyel yag verimleri ve
kimyasal bilesikleri belirlenmistir. Turuncgil kabuklarindan in vitro kosullarda
kallus olusturulmas: ve sekonder metabolit Uretimi lzerinde Ulkemizde benzer
calisma bulunmamaktadir. Uluslararasi galismalar igerisinde de oldukga sinirh
sayidadir. Bu nedenle ileride yapilacak caligmalar icin 6ncul bir calisma
niteligindedir. Kallus kiltiri ve hiicre suspansiyon kultlrleri ile sekonder

metabolitlerin  Gretilebilirligi calismalar kapsaminda ©6nemli bulgular elde
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edilmistir. Dogru eksplant kaynagi, kultir kosullari ve surenin ne kadar dnemli
oldugu wvurgulanmigtir. Dogru elisitor uygulamalarinin  sekonder metabolit
Uretiminde olumlu etkisinin oldugu tespit edilmistir. Stspansiyon kulturlerinin
yapilmas: ile de ileride biyoreaktor gibi sistemler kullanarak sekonder

metabolitlerin kitlesel Gretimi icin 6nemli bir adim atilmigtir.
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EK 1. Calismalarda kullanilan turuncgil ¢esitlerine ait ugucu yaglarin sahip oldugu
kimyasal bilesimler

= = — —
225z |8 e |5 ¢
ElE| 8|S |28 2|2 |F
g | £ | 2 3|z S | =
» - £ | = = n
a-thujene 0,21 0,60 | 0,43
a-pinene 1,29 | 045 | 193 | 2,04 | 091 | 0,90 | 0,92 | 0,80
Sabinene 0,22 | 055 | 0,32 | 1,57 | 0,92 | 0,79 | 2,39 | 0,26
3-pinene 045 | 0,04 | 1,06 | 9,51 | 0,04 | 0,05 | 0,26 | 0,81
3-Myrcene 2,30 | 3,09 | 2,24 | 1,68 | 2,63 | 2,46 | 2,23 | 2,39
Octanal 0,54 055 | 0,11 | 0,55 | 0,21
3-carene 0,06 0,51 | 0,18
m-cymene 514 537 | 7,29 0,15
d-limonene 86,33 | 90,88 | 75,50 | 66,58 | 92,01 | 93,32 | 89,82 | 89,30
eucalyptol 0,47
3-cis-ocimene 0,05 0,17 | 0,28
tetra terpinene 1,19 | 0,06 | 594 | 4,24
n-octanol 0,08 0,11
(+)-4-carene 0,20
Terpinolene 0,90 | 0,48 0,10
a, p-dimethyl styrene 0,34
Linalool 0,16 | 0,06 | 0,41 | 0,22 | 0,45 | 0,69 | 0,25 | 3,43
nonanal 0,08
cis-limonene oxide 0,47 | 0,08
trans-limonene oxide | 0,67 | 0,15 0,22 0,10
B-citronellal 0,12 | 0,13 0,09
4-terpineol 0,10 | 0,21 | 0,24 | 0,27 | 0,09 | 0,05 | 0,25
a-terpineol 0,15 0,33 | 0,39 | 0,14 | 0,20 | 0,18 | 0,35
teresantalol 0,40
n-decanal 1,09 0,60 | 0,13 | 0,30 | 0,17
cis-carveol 0,07
trans-carveol 0,07
o-methylthymol 0,17
Berngéct);t(g\alool 1,28
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thymol

2,56

cis-citral

0,87

0,08

trans-citral

1,17

0,10

perillal

0,14

trans-p-mentha-2,8-
dienol

0,09

0,13

cis-p-mentha-2,8-
dienol

0,13

0,17

4-isopropenyl-1-
methyl-1,2-
cyclohexanediol

0,32

0,04

0,22

Nerol acetate

0,69

0,10

0,08

teta muurolene

0,03

0,14

a-copaene

0,12

0,19

cis-geraniol

0,16

Geraniol acetate

0,31

0,20

3-cubebene

0,11

0,14

0,12

n-dodecanal

0,23

0,09

0,05

Germacrene D

0,04

0,04

B-elemene

0,14

B-caryophyllene

0,12

0,16

0,03

0,27

0,08

a-bergamotene

0,23

0,65

R-Farnesene

0,09

0,16

0,15

a-caryophyllene

0,05

a-humulene

0,09

B-cubebene

0,19

(+)-Valencene

0,27

0,17

B-bisabolene

0,35

0,91

cadinene

0,16

0,06

0,03

0,17

+trans nerolidol

0,05

Spathulenol

0,13

caryophylene oxide

0,16

0,09

Eudesm-7 (11)-en-4-
ol

B-sinensal

0,02

0,10

cis-Farnesol

a-sinensal

0,55

B-sinensal

Nootkatone

0,03

0,02

0,34

0,06
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EK 2. Orneklere ait genlerin listesi ve FPKM degerleri

Gene ID Portakal Altintop Kallus
Albedo Albedo (Altintop Albedo)

18047193 7546.37 9756.09 310.13
18054693 3791.42 4346.73 1636.46
18045570 3609.34 4118.26 839.97
18053831 3510.13 7655.16 1334.39
18041230 3468.52 3332.21 909.05
18034913 2873.03 1129.97 1549.28
18032801 2818.56 4732.62 7528.64
18054382 2590.22 4041.62 129.95
18052054 2182.11 687.93 23468
18045786 1917.98 1234.23 87.01
18038476 1868.68 5499.49 0.29
18044426 1855.11 990.18 96.32
18032744 1813.62 1714.15 475.86
18040548 1686.40 388.62 82.72
18034632 1657.54 334.77 155.28
18047405 1595.17 1275.42 861.28
18038981 1584.61 1453.19 2165.25
18035043 1559.37 1108.68 545.49
18038380 1488.04 1517.56 22737
18036300 1483.49 1986.02 719.92
18049178 1392.60 1382.25 128.46
18040705 1364.03 1658.10 129.74
18031578 1355.65 731.15 213.28
18032368 1327.93 88.63 1069.39
18039091 1326.70 2119.00 3888.47
18048227 1324.77 4301.12 42941
18033506 1318.36 433.81 820.35
18049003 1306.32 491.42 73.19
18049151 1279.35 1092.59 1154.11
18037155 1269.30 626.06 610.44
18049864 1207.68 850.34 156.05
18033883 1147.02 599.97 769.37
18032037 1141.16 1320.29 1303.31
18038959 1123.80 1237.82 729.90
18039813 1115.37 956.28 47119
18054819 1115.09 1351.58 896.04
18043550 1066.73 1709.92 838.74
18053445 1030.85 812.40 550.91
18040704 1021.95 215.96 17.21
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18033281 987.47 266.07 3335.68
18041660 924.77 457.65 154.81
18035130 919.93 623.24 1038.47
18042192 919.14 1326.07 495.11
18040627 918.83 1195.41 300.30
18034663 915.74 464.44 234.25
18050069 903.48 814.13 204.63
18040745 898.82 483.45 1765.92
18051126 888.55 1282.00 656.01
18033667 867.66 524.52 1310.39
18038263 861.49 4827.02 0.43

18034731 854.64 1472.11 78.30

18032751 847.12 712.10 3318.86
18047913 845.44 977.52 2018.45
18050937 825.56 959.54 90.87

18054952 811.98 1071.00 43072
18048807 811.98 304.72 515.02
18043358 810.14 611.13 861.27
18037947 806.00 944.14 1729.05
18039056 799.62 1556.43 534.84
18039429 796.23 969.22 287.19
18040537 796.07 581.83 932.59
18044530 772.94 708.58 325.88
18035399 759.92 640.76 497.74
18041863 745.63 770.25 519.06
18051155 743.52 715.29 741.02
18045712 726.08 829.24 571.37
18046053 723.28 656.40 455.53
18036164 717.37 160.85 187.84
18046962 714.29 783.33 237.00
18031316 706.51 1457.32 739.83
18054687 703.02 716.63 558.17
18043894 694.48 251.11 26481
18046067 682.00 670.21 593.07
18054682 671.23 854.48 6242.46
18047924 666.34 465.59 148.76
18038454 662.91 1768.21 689.32
18042892 662.64 1200.70 81.64

18044014 650.20 618.87 759.43
18055370 641.49 391.72 370.64
18045180 637.88 1018.82 144.14
18044876 637.23 401.60 864.36
18050645 635.80 357.44 362.26
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18032390 632.43 440.11 338.60
18031626 618.16 982.77 2129.65
18051012 617.83 567.06 535.92
18049179 617.74 375.75 38.88

18041968 617.15 3005.19 424.75
18032372 616.43 290.89 11871
18055490 614.64 577.79 558.45
18044960 611.73 358.60 785.50
18040008 611.41 656.38 2547.90
18051258 609.33 551.37 83.21

18038227 604.61 321.69 76.59

18039977 603.26 627.34 1232.46
18039106 585.93 820.60 395.03
18048768 584.31 344.01 187.36
18051413 582.41 395.25 563.91
18047657 581.27 410.47 817.63
18038444 577.50 839.05 669.79
18049928 556.95 529.48 954.60
18052333 549.82 155.63 447.80
18040827 547.79 757.56 302.03
18055701 545.67 576.85 275.92
18046846 540.42 305.49 314.20
18036870 536.42 108.19 387.95
18051471 536.28 245.46 67.61

18036949 534.32 589.05 335.37
18045297 531.98 556.63 756.73
18032530 529.15 419.16 416.73
18039579 528.18 1013.81 86.42

18047520 526.67 772.69 390.52
18032580 523.17 485.50 612.89
18044252 521.64 670.39 360.49
18034808 518.98 778.68 210.23
18052371 516.98 192.24 229.12
18045977 516.70 731.89 83.88

18049957 506.08 341.72 942.80
18034322 505.72 155.90 1543.91
18040699 505.41 475.12 50.67

18035451 503.31 111.30 627.56
18043062 502.68 388.91 361.99
18049579 499.48 0 0.16

18037475 494 .41 158.56 587.89
18050878 493.82 456.20 432.58
18050952 491.26 464.37 142.43
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18046477 489.96 245.57 1165.23
18053472 487.28 237.57 202.64
18044424 487.03 224.66 286.07
18044649 486.08 283.40 466.21
18032152 484.96 363.28 552.50
18053463 480.47 272.58 267.87
18044487 480.02 459.78 297.79
18038086 478.05 439.55 380.57
18033779 477.54 331.33 424.55
18040785 474.22 567.60 593.49
18033097 472.39 358.46 680.08
18043592 469.03 564.92 241.23
18033367 468.47 446.90 205.13
18039717 465.90 601.22 310.94
18035363 465.86 312.47 784.92
18031953 465.44 403.72 672.39
18032785 463.72 238.29 653.21
18039975 460.49 387.32 651.00
18033464 459.18 427.92 372.84
18039360 458.80 292.98 549.44
18044628 458.79 344.31 554.59
18033661 448.21 521.68 402.21
18037444 447.72 381.55 585.70
18039033 447.04 402.89 327.45
18055466 443.82 364.38 424.82
18033735 439.98 440.26 582.58
18045372 434.56 520.59 701.77
18039297 433.40 420.97 401.94
18035261 433.09 410.27 538.85
18054940 431.80 321.67 263.36
18031355 431.79 530.81 42946
18051892 427.52 289.03 572.08
18045478 426.00 405.68 523.23
18048961 425.87 212.86 469.19
18032167 422.00 634.21 103.50
18050981 419.19 518.49 267.10
18035393 417.99 477.37 71.13
18036494 417.05 282.11 575.64
18038885 415.85 371.74 109.24
18039250 415.14 148.34 393.98
18051860 413.33 308.75 158.34
18037934 412.63 234.95 16.20
18051089 412.11 291.57 334.42
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18041206 411.09 17958 13210

18034822 410.60 613.37 1283.97
18048635 408.23 543.69 34547

18050758 407.85 234.73 77.62

18038675 401.71 284.71 474.83
18052558 401.19 750.78 93.10

18051570 400.63 638.60 89.54

18042543 399.63 228.51 176.96
18050996 399.24 552.20 214.23
18041847 398.47 257.14 643.33
18039364 398.38 196.49 36.43

18040987 396.28 389.95 14946

18034960 395.83 297.51 425.05
18044675 395.26 616.29 63.88

18033924 394.62 350.02 397.78
18044470 394.51 311.36 380.90
18032732 393.46 204.80 142.50
18056163 393.40 431.64 489.01
18033002 392.69 467.46 386.15
18035848 391.50 82.64 29.26

18044969 389.58 328.28 542.44
18047056 389.42 205.00 241.33
18053659 389.23 198.96 173.94
18034679 387.31 430.37 176.31
18053772 386.63 294.99 753.77
18038771 385.39 283.49 416.78
18047132 385.33 486.84 452.84
18044726 384.53 209.26 219.43
18052999 382.52 361.85 415.38
18039774 382.45 350.16 298.45
18039953 381.16 382.59 537.03
18038848 380.15 301.67 135.95
18055269 379.41 204.08 691.69
18052927 379.34 438.61 379.44
18034834 378.52 46.73 25.26

18042594 378.12 505.84 763.91
18037689 377.93 251.22 280.98
18055221 377.13 218.05 42821

18037082 375.78 244.80 595.46
18043943 373.25 309.46 102.55
18040373 372.78 398.59 189.07
18036932 371.29 453.09 216.48
18045905 369.93 290.05 494.74
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18046475 365.30 19.24 16193

18043954 364.68 324.17 42783

18045517 363.71 270.85 476.20
18039933 363.20 344.26 294.82
18041273 361.02 698.69 423.53
18031254 360.77 240.01 953.19
18055287 360.23 124.34 43.40

18043450 359.92 176.61 402.96
18052272 359.70 300.13 1216.12
18039037 357.43 238.91 376.84
18042141 357.40 342.58 46.49

18041044 357.33 109.64 103.22
18031486 356.99 1599.54 4199.57
18039643 354.76 998.10 14.68

18031335 352.39 490.78 311.08
18054917 350.78 658.60 39.65

18055378 350.18 219.61 244.79
18041175 349.67 30529 15.81

18045632 348.99 352.22 240.43
18046368 348.73 189.86 45047

18039386 347.07 348.83 456.17
18052331 343.42 298.41 224.87
18037526 343.23 245.14 321.79
18044146 341.88 306.24 209.01
18041825 341.64 248.42 432.94
18054531 339.04 912.07 43101

18037474 338.34 491.48 441.44
18043743 338.26 267.28 36.12

18038188 336.77 254.64 111.57
18042671 335.30 314.34 198.45
18041624 334.73 416.04 63.39

18035530 333.20 142.92 147.50
18039036 332.25 193.97 536.77
18047760 331.78 307.75 199.26
18042975 331.16 218.62 319.27
18039172 329.40 181.17 328.40
18055413 329.30 505.42 310.14
18038258 328.24 397.77 189.53
18040092 325.62 284.20 20.61

18048971 323.97 179.08 278.58
18031469 323.74 306.12 245.89
18038181 323.23 249.92 263.12
18050455 322.49 311.32 290.56
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18039623 321.46 906.84 74.88
18038986 320.12 353.24 176.64
18055968 319.88 354.25 189.19
18036846 319.62 219.71 385.87
18054830 317.15 331.00 363.18
18038960 316.50 290.37 203.15
18043271 316.39 217.59 381.70
18051367 316.08 385.02 1055.40
18050995 315.90 222.39 19876
18040645 315.65 120.28 894.91
18038866 314.36 33573 41.17
18042542 312.97 401.77 310.90
18033964 312.81 437.45 262.71
18035102 312.33 236.24 176.85
18053992 311.37 213.25 419.21
18046934 310.48 292.01 211.88
18038587 310.24 184.30 268.49
18035120 309.55 188.80 189.06
18034047 308.89 216.52 290.60
18054221 306.10 386.75 124.47
18050318 305.95 197.45 233.48
18032147 305.65 228.19 199.15
18037566 304.87 221.29 340.90
18033807 304.54 177.09 221.32
18032116 304.25 142.07 244.04
18038370 303.59 240.12 16346
18033809 302.93 17685 531.38
18044679 302.30 296.22 1318.67
18035014 302.24 154.13 53.57
18043445 301.99 265.62 148.20
18031573 300.49 179.11 210.18
18039871 300.12 239.68 349.55
18047697 299.04 445.35 986.63
18040383 299.00 249.01 32782
18043480 298.40 290.27 244.54
18054641 297.23 346.60 43068
18038162 297.04 283.17 753.44
18042620 295.84 196.53 334.54
18035222 295.80 204.30 101.69
18048547 295.72 294.10 123.16
18042012 295.58 316.67 147.56
18043189 294.27 297.73 165.42
18048968 293.69 234.88 125.34
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18039190 293.11 222.62 226.97
18048135 292.87 160.08 250.78
18036438 291.65 211.44 42946
18049113 291.57 234.73 287.99
18055372 291.20 285.45 323.48
18035436 290.93 484.77 158.60
18042662 290.52 387.84 130.96
18039268 290.02 117.96 175.10
18050425 289.60 184.83 232.97
18038506 289.35 271.57 182.17
18041740 288.61 395.86 326.95
18034796 286.17 47.85 0.46

18039792 286.07 188.71 312.16
18048092 285.22 319.60 393.79
18036267 284.75 87.22 369.86
18051349 284.32 109.96 128.07
18043149 283.07 438.89 279.51
18049275 282.75 165.07 145.13
18036436 281.66 379.64 163.20
18035881 281.60 165.54 139.07
18051559 281.40 164.78 260.09
18050711 280.77 203.48 284.36
18032461 279.61 778.83 29.28
18052224 279.47 379.33 81.41
18049070 279.07 182.78 300.99
18037058 279.00 221.60 231.52
18043481 278.99 127.68 20455
18046443 278.71 190.59 450.89
18033078 278.45 182.96 194.01
18041274 278.34 189.04 277.98
18055171 277.73 260.01 820.52
18035870 277.02 111.26 272.12
18042022 275.43 197.40 686.23
18039766 274.65 230.04 122.36
18045793 274.24 122.91 108.72
18041268 273.52 170.14 183.02
18045112 272.85 269.31 293.93
18045333 272.09 348.33 19.44
18055435 270.53 145.42 184.67
18055017 269.59 325.04 50.76
18050479 267.67 315.45 103.96
18048026 267.65 184.82 292.57
18047371 267.43 135.54 210.10
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18045163 266.52 256.60 211.48
18055665 266.26 163.52 372.75
18033668 266.17 314.37 346.44
18040369 265.81 774.89 568.73
18048770 265.28 137.54 70.60
18044076 264.99 524.41 134.24
18051998 264.78 269.87 191.85
18047053 264.58 346.14 42.28
18037394 264.52 183.38 205.63
18040006 264.25 279.50 376.45
18037755 264.11 252.36 283.58
18037391 263.92 150.66 295.62
18045695 263.79 230.82 126.23
18045453 261.06 364.63 183.20
18038727 260.92 275.38 386.34
18056146 260.77 209.23 154.07
18042122 260.43 297.87 287.25
18056171 259.82 287.99 266.11
18038292 258.60 236.62 118.03
18036639 258.29 202.40 249.23
18049539 258.19 206.67 230.93
18043962 257.62 158.75 266.06
18037761 257.58 150.64 113.15
18033832 257.38 143.21 219.65
18044893 255.30 103.45 53.03
18037411 255.29 269.69 317.96
18038472 254.73 131.90 174.13
18034337 254.62 112.66 551.33
18054066 253.81 354.75 186.03
18055702 253.08 298.91 154.60
18040485 252.34 1200.05 235.42
18032149 251.97 15585 706.96
18040740 251.86 1087.26 328.67
18049299 251.13 194.59 223.39
18031846 250.87 174.92 214.56
18039816 250.54 238.69 346.45
18051641 249.68 399.45 36.51
18055747 249.58 154.00 207.48
18047216 249.44 99.32 111.21
18038393 249.41 184.43 139.91
18050641 249.07 226.97 43013
18034977 248.70 426.02 47.27
18053802 248.54 218.53 389.54
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18045111 247.88 434.89 373.01
18055054 247.49 123.82 82.42
18039385 247.23 215.32 214.81
18039067 246.95 276.31 260.73
18033103 246.32 186.50 417.04
18039879 244.67 341.16 170.60
18039994 244.49 204.08 290.45
18037730 244.29 203.74 234.90
18038148 244.23 222.70 228.78
18038165 242.72 161.71 311.72
18040197 242.16 444.83 333.99
18043344 242.05 204.59 233.40
18045970 241.22 401.25 155.66
18055432 239.80 232.41 100.16
18033519 239.69 302.12 510.13
18036576 239.65 159.11 247.29
18052292 238.94 156.80 100.00
18049324 237.72 308.85 348.17
18046631 237.52 215.17 128.70
18048781 237.38 188.71 214.70
18056136 237.20 150.58 291.38
18055611 237.18 283.79 193.09
18044446 237.16 377.33 672.84
18050001 236.91 290.55 253.57
18051936 236.81 170.12 115.35
18035183 236.77 261.66 258.34
18044141 236.66 322.07 33178
18043132 236.49 167.75 179.49
18044159 236.04 210.09 230.49
18051782 235.82 26.16 0.15

18039610 235.76 213.68 47.28
18052745 235.70 115.54 133.05
18035355 235.55 93.92 76.86
18041178 235.40 339.36 573.84
18044471 235.35 139.03 285.44
18039788 234.50 197.34 306.27
18031340 234.18 298.63 175.05
18031199 232.53 360.27 402.59
18050226 231.56 155.29 266.10
18049277 231.39 391.00 125.28
18055550 231.03 237.39 196.12
18032769 230.50 265.74 44348
18044717 230.03 338.75 489.80
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18036864 230.00 159.81 79.35

18047618 229.81 260.56 126.47
18054294 229.59 168.70 178.09
18048974 228.71 321.39 34.91

18037503 228.69 164.52 34.18

18044018 228.53 78.51 105.91
18044271 228.47 867.51 4761.38
18035443 227.60 215.28 74.31

18047342 227.54 230.65 264.22
18041483 226.94 220.33 223.09
18033208 226.28 158.51 62.07

18034483 225.90 187.16 192.61
18035819 225.90 211.95 277.42
18037781 224.87 195.29 139.66
18042942 224.44 247.49 28.18

18035392 224.31 174.53 174.29
18044762 224.11 212.43 2106.65
18043877 224.09 203.02 360.77
18038916 224.07 154.35 108.79
18032758 223.19 367.69 142.04
18032416 223.15 695.31 245.48
18037100 222.49 134.92 245.25
18039598 222.36 184.96 109.69
18039593 222.20 118.13 398.20
18040347 221.24 182.28 294.67
18038470 221.00 280.48 278.39
18053598 220.43 103.38 27.39

18047134 220.13 154.84 186.55
18034173 220.11 205.96 199.41
18044727 219.52 264.07 107.83
18056121 219.49 241.43 139.22
18054594 218.62 187.02 151.48
18039790 218.50 191.81 268.28
18031519 218.29 245.50 443.49
18031351 217.21 256.13 162.59
18050723 216.74 106.09 80.08

18054023 216.50 216.17 43031

18050969 216.01 55.72 31321

18035333 215.69 212.01 607.01
18046234 215.41 182.00 56.98

18033235 215.33 158.31 277.57
18038462 214.66 169.61 192.38
18049386 214.58 179.78 352.96
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18054245 214.43 670.62 197.16
18055638 214.08 136.14 281.71
18037901 214.03 160.65 225.72
18041285 213.28 382.16 143.56
18049340 212.97 127.77 256.88
18050704 212.90 160.17 259.06
18038572 212.83 238.31 180.56
18053903 212.83 137.10 196.73
18033733 212.75 21.97 232.57
18055660 212.15 92.32 127.65
18047161 212.06 127.76 15067
18047932 211.93 96.20 537.40
18036337 211.64 279.73 177.97
18035733 211.47 175.40 165.81
18049511 211.16 76.62 34.87
18048110 211.08 138.53 260.80
18033481 211.05 89.83 111.75
18043785 211.02 169.35 138.69
18046265 210.28 206.17 266.36
18035343 210.24 199.45 179.39
18051127 209.88 166.61 228.14
18032402 209.41 67.24 105.69
18043130 209.10 482.54 79.39
18054995 209.10 141.85 234.51
18040145 208.65 172.12 169.65
18049278 208.29 257.29 109.12
18034598 207.88 187.72 148.10
18052823 207.49 190.94 83.53
18046435 207.28 143.31 107.93
18041235 207.11 397.83 102.01
18053396 206.39 234.17 136.58
18039744 206.37 156.80 63.97
18042808 205.65 0 0

18036487 205.63 240.07 98.65
18047133 205.50 34.85 170.27
18042700 205.22 263.10 145.12
18031978 204.65 212.47 177.05
18046349 204.60 138.18 146.54
18033399 204.51 310.01 76.90
18039073 204.46 220.39 10959
18039305 203.46 193.25 117.63
18042031 203.32 157.27 273.96
18043770 203.10 415.92 961.47
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18035015 203.10 342.76 130.97
18050389 202.84 203.90 119.16
18043471 202.58 106.38 36.27

18036482 201.83 74.31 0.18

18052521 201.41 138.60 141.41
18047117 201.28 117.83 128.04
18040625 200.70 635.65 134.26
18032701 200.57 160.87 273.70
18045211 200.37 176.52 186.06
18037132 200.16 83.17 166.13
18048141 200.07 155.58 185.48
18047109 199.78 169.60 157.88
18050901 199.34 169.78 319.28
18046224 198.68 187.81 362.27
18043572 198.46 113.20 229.94
18047526 198.23 155.59 235.57
18041678 197.92 165.93 107.93
18045056 197.71 547.15 1.00

18045173 197.70 175.35 168.16
18038754 197.50 181.13 472.39
18044096 197.46 104.66 249.45
18034787 197.04 138.47 157.50
18049773 197.02 109.51 368.14
18050342 197.00 166.09 152.85
18046090 196.98 244.87 134.88
18055371 196.82 220.89 212.97
18050414 196.81 216.06 147.36
18048649 196.80 215.28 118.14
18050357 196.16 204.03 13.58

18055885 196.06 182.31 94.17

18037606 195.59 443.21 1168.40
18034398 195.37 271.09 209.20
18041757 195.22 156.35 130.75
18032434 195.08 192.91 102.73
18050630 195.07 667.46 15.96

18047679 194.99 120.44 200.57
18044195 194.79 214.03 83.62

18050404 194.56 111.27 117.85
18053290 194.50 242.84 216.29
18033113 193.92 126.70 270.91
18037883 193.78 125.49 52.79

18046779 193.54 169.36 158.40
18054942 193.43 217.14 295.48
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18050248 193.36 129.96 203.56
18053894 193.12 107.11 210.79
18055765 193.08 148.51 202.61
18038845 192.97 138.12 165.93
18049164 192.95 208.79 141.03
18046567 192.70 172.43 143.87
18053175 192.58 210.64 161.60
18041907 192.30 132.77 109.64
18045323 191.96 153.52 137.68
18051387 191.53 209.79 191.73
18054645 191.42 157.28 435.07
18031882 191.32 128.60 70.36

18031868 190.96 167.77 76.31

18044961 190.07 134.28 325.51
18031763 189.83 151.82 156.75
18041928 189.33 236.42 155.08
18039706 189.25 236.91 99.18

18055362 188.99 299.14 18719

18037438 188.97 247.16 144.99
18047252 188.19 46.04 18295

18049802 188.12 228.63 156.93
18041973 187.85 143.72 129.30
18039362 187.70 142.15 312.04
18037507 187.62 95.01 26.95

18033355 187.50 207.35 289.27
18046083 187.21 159.07 182.24
18031585 186.95 186.43 114.68
18045228 186.88 184.22 159.51
18037682 186.86 155.57 127.30
18039869 186.79 140.19 235.17
18036720 186.58 19299 67.37

18045003 186.02 174.32 134.40
18048576 185.95 135.37 104.86
18048822 185.46 21241 33.42

18048710 184.65 323.58 261.61
18035148 184.54 182.83 299.58
18037658 184.48 95.29 387.71
18032435 184.41 163.00 164.91
18038283 184.40 167.84 190.55
18049411 183.80 203.87 2808.11
18038101 183.69 158.75 742.24
18039895 183.35 171.42 326.54
18053024 183.25 110.15 75.10
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18042866 183.14 110.62 110.34
18033622 183.00 196.65 164.86
18037277 182.05 114.94 245.61
18055395 181.85 122.62 2104.18
18037067 181.79 110.89 369.18
18031532 180.99 66.58 154.10
18036782 180.88 194.27 219.93
18034413 180.15 212.26 96.49

18054352 179.84 170.98 159.72
18048996 179.27 260.37 860.55
18038556 179.20 123.45 142.09
18037913 179.20 124.93 142.11
18048347 179.03 141.12 259.53
18039066 178.91 158.96 241.80
18031691 178.89 134.82 33.46

18034358 178.82 42997 558.34
18048125 178.66 455.94 14.53

18053926 178.59 182.12 169.01
18035894 178.21 134.77 147.75
18034870 178.15 146.55 68.66

18039827 177.95 179.43 247.33
18031343 177.25 190.59 167.17
18031548 176.93 113.89 236.77
18034105 176.69 130.56 143.66
18033557 176.14 123.12 190.96
18041255 175.90 135.08 78.81

18039035 175.88 163.30 333.41
18053289 175.86 86.34 124.47
18047324 174.83 320.72 33.92

18051020 174.15 65.62 0.10

18036909 173.83 126.52 24.87

18036211 173.79 23.55 83.15

18055074 173.49 264.72 354.78
18039215 173.35 150.70 116.83
18033117 173.29 96.30 120.33
18056014 172.78 140.69 113.43
18046668 172.50 285.77 135.24
18036787 172.18 197.42 51.54

18051747 172.07 152.51 179.13
18054004 172.07 84.73 33.18

18043295 171.91 160.00 239.21
18039000 171.68 157.20 215.18
18032085 171.40 137.59 84.92
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18048698 171.12 145.51 45.56
18050708 170.74 115.27 217.47
18050991 170.62 130.00 45505
18040949 170.38 150.03 142.92
18039197 169.80 136.43 29768
18040206 169.69 165.63 167.47
18039584 169.68 426.68 204.38
18031668 169.67 82.52 20149
18043141 169.57 577.59 35.50
18034865 168.82 162.50 177.93
18051320 168.35 441.31 524.09
18037995 168.34 213.43 43018
18039177 168.30 562.18 0

18039214 168.16 107.53 75.55
18043308 167.86 153.26 182.80
18034519 167.50 117.35 42905
18055868 167.36 160.34 98.23
18035633 167.23 76.98 455.77
18052866 167.18 295.68 205.33
18036948 167.09 77.58 166.95
18043542 166.95 62.30 22.24
18051877 166.88 92.60 70.95
18049751 166.23 127.88 116.30
18040917 166.20 106.64 237.08
18053612 165.52 88.52 157.50
18034862 165.25 411.49 239.74
18042879 165.22 107.69 124.27
18036044 164.95 145.15 133.59
18038755 164.87 202.09 51.20
18054271 164.74 129.00 89.08
18050597 164.73 105.92 134.66
18045141 164.29 120.29 266.05
18044773 164.14 191.64 98.42
18042810 164.06 101.68 56.84
18053611 163.65 113.46 117.54
18047683 163.46 103.10 74.37
18048855 163.33 151.08 129.45
18053376 163.31 1107.21 522.51
18036530 163.27 101.95 118.16
18047178 163.06 423.22 321.42
18049370 162.95 244.57 119.40
18044197 162.54 162.07 419.28
18056159 162.12 180.37 209.54
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18036179 162.01 115.49 146.10
18048273 161.99 72.88 38.20
18048995 161.98 108.17 152.46
18040618 161.64 156.35 74.30
18033471 161.51 116.03 251.75
18032650 161.34 149.34 234.99
18053803 161.25 146.99 102.53
18036876 160.97 26.44 25628
18039709 160.82 103.90 88.47
18034848 160.71 194.17 145.45
18036869 160.21 121.80 127.04
18034875 160.12 113.92 126.19
18044127 159.79 83.45 42851
18039769 159.57 101.80 139.98
18031228 159.48 1101.35 338.89
18054966 159.30 152.26 172.49
18054769 159.27 125.94 280.24
18040450 158.86 99.34 178.58
18034688 158.75 150.13 121.48
18050998 158.56 164.08 94.84
18048449 158.35 178.11 100.31
18039824 158.18 208.51 89.10
18047218 158.00 96.82 104.88
18052746 157.37 112.30 79.52
18047868 157.10 137.42 45.00
18054490 156.95 107.40 227.32
18035409 156.84 42.89 0.58

18049037 156.82 101.74 145.41
18033421 156.77 377.18 39.29
18044543 156.65 226.14 203.30
18054258 156.39 260.02 63.70
18035181 156.31 119.15 149.84
18055274 156.16 86.59 120.83
18034552 156.11 277.62 39.71
18031450 156.09 112.64 101.41
18047684 155.86 30.94 0.56

18049788 155.79 142.20 73.94
18039328 155.74 72.85 23.93
18038879 155.61 319.66 274.26
18046301 155.51 184.27 152.90
18047775 155.33 111.59 16346
18045634 155.23 143.17 156.77
18036416 155.07 180.43 189.54
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18049412 154.32 448.47 4538.17
18032745 154.16 106.15 64.22
18052288 154.10 103.29 266.53
18041207 154.01 125.30 88.33
18035136 153.89 115.72 370.72
18045139 153.74 198.93 933.66
18041028 153.48 52.66 39.00
18041769 153.23 137.85 220.95
18035285 153.15 270.56 54.69
18049400 153.12 155.85 59.82
18031223 152.83 101.60 263.61
18052763 152.77 50.35 30.97
18033755 152.63 140.73 175.90
18047013 152.57 57.59 22.37
18039375 152.39 117.81 127.39
18038257 152.22 200.54 215.63
18033033 152.18 119.02 96.98
18051077 151.96 147.99 193.13
18037260 151.91 461.38 152.67
18036743 151.84 94.70 128.57
18055601 151.75 92.96 100.10
18038409 151.69 129.52 226.03
18038191 151.69 356.75 508.72
18040527 151.62 126.32 93.58
18049733 151.58 147.29 0.02
18040260 151.52 76.21 71.12
18035179 151.48 113.69 70.20
18034923 151.37 107.01 51.85
18031857 151.28 137.33 149.68
18042802 151.20 60.79 70.74
18036053 151.19 223.23 121.82
18039191 151.19 187.56 71.27
18050388 151.09 186.24 63.24
18055085 150.96 148.85 102.25
18053853 150.94 74.95 84.37
18038455 150.75 136.01 128.91
18036688 150.52 140.66 245.07
18048560 150.28 140.98 111.62
18037069 149.88 114.07 82.65
18045727 149.28 14457 0.14
18031328 149.02 108.74 15.76
18048575 148.66 121.90 219.13
18045957 148.42 84.83 35.49
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18045888 148.36 89.12 85.96
18056093 148.33 216.74 72.34
18055962 148.29 71.73 81.59
18052379 148.27 143.76 120.03
18050029 148.23 193.31 104.00
18051795 147.89 111.59 109.73
18043053 147.72 122.90 125.00
18033438 147.28 220.65 0
18032004 147.13 190.16 187.97
18031249 146.80 100.24 358.93
18052689 146.62 87.61 83.42
18054028 146.52 182.02 28.61
18053423 146.51 164.50 93.16
18052308 146.48 105.70 13.34
18050006 146.25 12510 0
18034308 146.06 98.29 6117.50
18036461 146.04 136.00 120.08
18040468 146.03 89.46 176.69
18043961 145.92 52.01 34.23
18053805 145.86 231.41 139.54
18037693 145.65 153.94 150.73
18050518 145.31 100.79 105.58
18050490 145.15 86.44 196.45
18034539 145.11 103.99 126.56
18033979 144.94 131.01 107.71
18054977 144.68 64.09 76.27
18045229 144.54 137.65 172.96
18054836 144.16 124.99 115.36
18049206 143.90 122.85 171.70
18046145 143.48 102.39 412.29
18041187 143.19 93.13 234.04
18047387 142.89 A47.77 184.48
18056141 142.88 102.83 103.36
18033429 142.61 94.80 128.65
18054192 142.49 132.20 95.95
18036708 142.41 145.83 146.77
18054587 142.26 122.75 173.08
18038363 142.18 159.01 86.23
18043554 141.99 122.39 157.83
18035338 141.97 129.20 281.02
18042438 141.73 83.10 530.04
18031476 141.55 97.69 28.86
18045998 141.34 155.04 158.23
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18055423 141.28 177.33 88.07
18047344 141.12 74.75 89.54
18041565 141.09 107.07 0.08

18047046 141.07 82.80 100.47
18035025 141.04 146.84 114.25
18031929 141.03 111.74 95.41
18051072 140.74 161.54 111.50
18041639 140.67 237.06 116.27
18035465 140.65 123.67 53.16
18032182 140.59 96.12 111.15
18032145 140.56 116.61 78.65
18035991 140.34 100.86 149.20
18036880 140.26 67.45 51.10
18039130 140.24 124.43 43078
18038190 139.91 216.07 148.96
18053228 139.84 125.48 127.90
18037768 139.72 95.42 177.84
18047148 139.64 174.70 41.32
18054246 139.51 188.79 110.89
18042237 139.29 96.02 174.86
18044404 139.27 170.30 194.62
18039058 139.18 98.36 103.64
18049725 139.15 104.24 108.37
18049749 139.00 102.90 134.88
18040847 138.75 103.60 93.64
18046371 138.38 93.32 14.77
18044137 138.30 134.26 128.56
18031833 138.27 81.46 116.06
18049026 138.22 181.36 221.41
18054622 138.05 114.48 46.70
18047468 137.96 166.61 147.51
18052433 137.91 113.90 57.10
18038006 137.89 114.20 125.58
18037692 137.80 102.55 156.34
18036341 137.79 62.72 66.13
18036620 137.68 130.59 71.54
18053399 137.35 18415 29646
18033293 137.02 113.91 184.00
18052787 136.94 146.55 113.90
18045226 136.65 61.78 19.66
18050320 136.59 121.60 108.64
18035705 136.55 139.03 148.56
18053539 136.53 141.78 224.12
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18053249 136.53 141.62 106.18
18051046 136.47 129.39 90.97
18038211 136.12 301.96 0

18033801 136.05 124.23 163.34
18037608 136.03 107.75 217.91
18035217 135.76 174.57 155.58
18043110 135.75 27.76 16.58
18047087 135.66 186.03 109.76
18033741 135.57 55.29 163.92
18049449 135.35 72.61 64.51
18033149 135.12 144.02 64.64
18044890 134.80 49.96 27.20
18050642 134.71 71.33 64.11
18052968 134.60 152.09 58.45
18054341 134.50 33.41 23.48
18051352 134.21 100.74 164.47
18038614 134.10 99.69 137.49
18055107 134.01 176.73 107.03
18043846 133.78 198.20 68.69
18055084 133.77 73.06 93.62
18039524 133.74 128.63 152.71
18051688 133.71 145.14 183.72
18039146 133.71 116.28 14.25
18033067 133.68 147.46 304.56
18031487 133.45 98.74 102.30
18042002 133.35 128.80 498.84
18038116 132.97 86.18 337.70
18045992 132.90 119.14 136.68
18035309 132.83 144.20 154.85
18039826 132.78 163.39 101.39
18050906 132.60 165.67 127.26
18041699 132.38 84.33 66.86
18047636 132.28 110.83 46.18
18032615 131.97 182.43 107.79
18046719 131.91 100.50 79.19
18038390 131.59 111.12 85.18
18043408 131.53 70.70 50.13
18033844 131.42 101.69 121.21
18050081 131.32 167.92 214.73
18034451 131.26 204.51 123.21
18055158 131.22 168.16 150.28
18040339 131.12 61.25 45536
18032844 131.07 229.78 221.46
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18046373 130.99 1663.36 129.74
18050984 130.79 70.74 93.17
18042889 130.71 71.31 70.97
18034725 130.57 66.36 219.09
18048656 130.51 126.23 170.53
18043239 130.39 258.47 43040
18055459 130.33 114.12 212.55
18048368 130.16 12206 0.50

18039428 129.94 148.82 34.16
18040619 129.48 50.64 100.00
18035577 129.30 192.93 101.95
18039849 129.29 166.79 172.49
18048958 129.22 100.34 165.21
18038742 128.93 111.24 116.19
18055205 128.71 239.91 130.03
18042686 128.57 93.40 54.29
18051680 128.49 56.16 69.89
18039141 128.45 114.69 113.62
18042803 128.44 162.58 132.20
18047690 128.24 175.99 96.56
18051708 127.95 137.10 151.60
18047435 127.90 96.41 77.03
18051937 127.84 135.28 257.70
18050644 127.73 27.51 104.49
18043406 127.69 64.76 88.84
18035342 127.67 101.54 122.51
18050154 127.65 129.24 25.69
18044823 127.27 80.12 68.03
18039702 127.18 61.03 99.01
18039050 127.13 151.43 70.49
18049772 127.05 95.61 146.50
18038562 126.94 74.66 75.52
18055507 126.88 138.21 141.83
18041965 126.67 101.23 113.05
18054128 126.66 99.54 79.60
18047403 126.53 84.65 49.70
18047338 126.38 250.36 192.27
18053817 126.28 121.88 60.06
18041011 126.24 73.09 530.33
18047654 126.01 119.37 174.58
18053703 125.92 83.85 145.74
18042373 125.89 154.29 74.23
18033052 125.76 74.08 56.36
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18046686 125.75 140.98 87.24
18035011 125.70 196.80 204.47
18048396 125.68 98.63 127.49
18044562 125.59 142.27 117.00
18036075 125.51 110.88 59.55
18054244 125.50 115.84 166.19
18031666 125.37 105.57 134.45
18043345 125.27 71.38 61.44
18044261 125.26 154.88 94.90
18032740 125.19 99.77 77.13
18055602 125.07 95.03 79.04
18037101 124.89 107.44 107.14
18032155 124.89 236.07 87.01
18034359 124.48 115.15 35.00
18050074 124.01 124.08 130.06
18035289 123.95 39.81 105.40
18043343 123.74 81.04 144.13
18055630 123.67 104.59 96.93
18052589 123.28 135.03 193.64
18035602 123.25 63.67 223.41
18043511 123.17 185.95 163.74
18043211 123.00 75.25 26.23
18055613 122.96 82.67 71.43
18050464 122.62 45.46 80.46
18052541 122.57 130.42 83.50
18054679 122.52 160.04 110.72
18043839 122.52 31.79 14.56
18049584 122.50 129.59 57.81
18048250 122.35 209.21 78.51
18049409 122.34 149.70 2408.83
18032579 122.20 128.98 69.72
18040477 122.08 106.25 111.76
18056149 122.06 85.63 54.34
18037464 122.05 49.33 37.26
18050751 121.75 105.77 120.11
18037622 121.67 145.50 112.67
18035282 121.57 88.44 125.24
18048455 121.55 84.68 56.51
18044731 121.36 129.81 42945
18051534 121.32 88.00 62.04
18032655 121.16 102.50 77.18
18042750 121.09 103.01 121.10
18043779 120.98 75.49 133.47
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18036545 120.97 82.98 28.53
18048275 120.85 88.38 124.45
18034994 120.83 124.80 29.99
18042895 120.60 16.84 67.54
18053183 120.54 108.37 173.88
18045107 120.46 191.63 32051
18045822 120.18 63.31 34.76
18041381 120.01 117.37 142.67
18054001 119.97 100.75 42974
18035066 119.75 111.89 393.59
18050339 119.69 218.22 163.73
18050199 119.67 85.73 86.95
18043324 119.54 42.56 182.08
18034746 119.45 198.28 79.34
18045249 119.45 79.15 92.26
18042255 119.40 124.32 67.73
18042922 119.02 73.86 43.09
18040963 118.62 99.67 91.63
18052577 118.41 127.35 51.04
18044386 118.28 72.83 75.63
18034951 118.27 99.46 61.43
18055822 118.03 73.83 60.12
18052222 117.67 67.17 14.56
18054046 117.66 44713 0

18052376 117.60 100.88 84.63
18047705 117.56 113.43 162.78
18032917 117.43 78.49 39.70
18034773 117.35 87.72 17.00
18031490 116.78 78.66 47.99
18054574 116.73 79.40 55.48
18041588 116.58 73.80 45047
18037760 116.43 86.81 109.25
18046211 116.35 151.14 137.02
18056007 116.34 103.98 73.06
18045412 116.29 117.57 194.90
18037339 115.88 105.49 134.46
18031217 115.85 57.16 40.21
18042523 115.84 111.27 34.20
18048393 115.73 122.51 92.17
18050738 115.73 86.60 81.74
18046835 115.54 122.32 166.55
18040594 11551 138.98 202.82
18038519 115.22 110.45 30.78
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18042172 115.05 86.37 36.18
18055639 114.89 99.12 114.70
18042733 114.79 85.87 40.60
18051328 114.68 87.60 109.52
18039445 114.62 128.41 201.16
18051251 114.61 110.59 188.66
18032255 114.60 138.37 115.30
18031831 114.58 128.69 36.10
18045932 114.42 82.27 151.92
18033921 114.16 77.19 62.55
18047485 114.11 21.19 29.84
18035857 113.90 56.11 70.38
18049583 113.50 104.85 160.66
18046229 113.48 82.08 79.46
18048796 113.44 115.77 52.69
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EK 3. Portakal albedo ve altintop albedo 6rnekleri arasinda tespit edilen énemli
yolaklardan bazilar

. Upregle (kirmizi gergeve) ve downregle (yesil cerceve) genler sekiller

tizerinde belirtilmistir.
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EK 4. Portakal albedo ve kallus drnekleri arasinda tespit edilen 6nemli yolaklardan

bazilan
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o-LIMOLEMIC ACID METABOLIENM

Phosphatidylcholine
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EK 5. Altintop albedo ve kallus drnekleri arasinda tespit edilen dnemli yolaklardan
bazilar
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EK 6. Portakal albedo ve altintop albedo érnekleri arasinda tespit edilen yolaklar
ile farkli seviyelerde ifade edilen genler

Yolak

Farkh Seviyelerde ifade Olan Genler

Sekonder metabolit
biyosentezi

18053379, 18052870, 18053380, 18035346, 18051991, 18052075
18032503, 18051174, 18043374, 18055930, 18041303, 18053378
18035810, 18037243, 18042367, 18047035, 18049734, 18032971
18039211, 18051976, 18033838, 18043059, 18033231, 18055931
18046315, 18053375, 18053693, 18032950, 18032915, 18045385,
18035202, 18033621, 18035844, 18035420, 18034008, 18055926
18046904, 18036335, 18046332, 18034351, 18046373, 18042520
18044914, 18041215, 18050790, 18052073, 18043771, 18034657,
18047826, 18048899, 18034921, 18043077, 18045394, 18048848
18046009, 18033139, 18043706, 18052503, 18039129, 18053376
18038016, 18044579, 18032770, 18042673, 18031841, 18053357,
18053087, 18055018, 18054575, 18046088, 18032199, 18043657,
18055442, 18034523, 18045481, 18055612, 18041836, 18039072
18041447, 18053702, 18036001, 18053694, 18040730, 18037523
18036717, 18045345, 18034331, 18031378, 18047949, 18043978
18044271, 18040648, 18032527, 18042055, 18046698, 18043707,
18036649, 18037059, 18036987, 18033207, 18055522, 18043141
18038527, 18052964, 18050954, 18050157, 18045116, 18032274,
18052500, 18040203, 18038971, 18031349, 18048227, 18037402,
18049333, 18054207, 18053354, 18048159, 18034336, 18033737,
18035126, 18037442, 18044580, 18036672, 18045386, 18048579
18049347, 18039477, 18048324, 18033346, 18033168, 18037982,
18041707, 18043465, 18046374, 18051123, 18056050, 18049291
18038922, 18041156, 18036686, 18054902, 18033472, 18045677
18042583, 18035820, 18047373, 18038211, 18044345, 18037666,
18055363, 18034521, 18044581, 18033119, 18031560, 18035657,
18039720, 18051178, 18050174, 18055711, 18055161, 18042808,
18032881, 18049607, 18049577, 18041637, 18054683, 18036865,
18048226, 18032097, 18031383, 18046505, 18054033, 18052825
18042247, 18048463, 18044795, 18037603, 18054044, 18035689,
18046501, 18053328, 18053393, 18031784, 18043888, 18055549
18034842, 18048873, 18039960, 18040550, 18048888, 18044659,
18031586, 18053646, 18048787, 18041651, 18041864, 18033522
18054054, 18032661, 18051854, 18036959, 18052395, 18042368,
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18054047, 18032436, 18036175, 18048465, 18042220, 18040881
18050006, 18048366, 18051781, 18044359, 18041638, 18049613
18039998, 18045944, 18038866, 18032717, 18050524, 18037660,
18054041, 18032624, 18031267, 18048368, 18053797, 18054046
18052336, 18032287, 18046298, 18036720, 18031315, 18055806,
18032415, 18052497, 18043574, 18038076, 18034203, 18043277
18040739, 18044066, 18035688, 18033532, 18051456, 18031828
18042815, 18041090, 18052826, 18049295, 18054598, 18034358,
18036268, 18052469, 18041877, 18051954, 18053426, 18051782,
18036838, 18036789, 18042221, 18045301, 18045747, 18036100,
18049715, 18043571, 18037575, 18039663, 18033528, 18036211
18049369, 18051920, 18038903, 18042895, 18049232, 18041363,
18047966, 18042075, 18049425, 18032333, 18034362, 18042779
18036490, 18043023, 18031956, 18055294, 18037047, 18040291
18036876, 18037218, 18043319, 18043947, 18052074, 18033756,
18038426, 18041608, 18052053, 18049529, 18049092, 18047485,
18054754, 18051922, 18040529, 18035314, 18036870, 18054600,
18055555, 18043310, 18032212, 18039078, 18048849, 18036030,
18050729, 18035451, 18054234, 18053048, 18053428, 18044645
18053427, 18051743, 18039952, 18033130, 18050969, 18043839,
18046916, 18046341, 18042667, 18043266, 18049302, 18043881
18041933, 18033691, 18050571, 18046023, 18035869, 18043035,
18034507, 18033919, 18032870, 18034437, 18036828, 18052333,
18045690, 18039962, 18041446, 18033218, 18033897, 18041083,
18053348, 18035682, 18049149, 18038923, 18050625, 18031215
18036840, 18036267, 18035283, 18034322, 18038643, 18053057,
18054378, 18055805, 18032428, 18047923, 18043163, 18052054,
18048634, 18044238, 18037475, 18048923, 18045947, 18034283,
18036308, 18045355, 18039809, 18042102, 18032721, 18037601
18035960, 18034824, 18044018, 18044122, 18048266, 18051039,
18046366, 18040666, 18035109, 18044657, 18039250, 18033678
18047480, 18033836, 18042211, 18032828, 18031262, 18044009,
18039082, 18038372, 18039904, 18031532, 18037512, 18031502,
18033435, 18044890, 18050464, 18052371, 18043188, 18041198,
18034677, 18048807, 18051020, 18038722, 18040645, 18047033,
18047142, 18041687, 18040761, 18056081, 18040619, 18036033,
18040088, 18035114, 18032690, 18035355, 18047993, 18050611,
18037897, 18035870, 18037464, 18033815, 18039079, 18031530,
18044893, 18035556, 18050543, 18050747, 18036721, 18042333,
18046114, 18052980, 18051070, 18040726, 18047490, 18048205,
18033481, 18041776, 18048469, 18054921, 18032013, 18038758,
18050323, 18051450, 18049272, 18045405, 18039038, 18033903,
18054571, 18039794, 18045463, 18047488, 18045793, 18050365,
18047932, 18042258, 18055996, 18047244, 18051925, 18047896,
18041621, 18046174, 18051504, 18035442, 18045956, 18042578
18050843, 18032372, 18053288, 18043081, 18042441, 18034756,
18037957, 18036387, 18033721, 18039702, 18034599, 18047003,
18033112, 18032073, 18037805, 18055962, 18056005, 18034922
18050359, 18045776, 18054605, 18053716, 18053799, 18041945
18033338, 18037780, 18035857, 18037155, 18032820, 18049344,
18048001, 18034982, 18032578, 18038408, 18031181, 18035998
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Metabolik yolaklar

18048834, 18053379, 18052870, 18055184, 18053380, 18035346
18051679, 18051991, 18040142, 18043374, 18048043, 18052966,
18052263, 18055930, 18038806, 18042724, 18041303, 18053378
18035312, 18035810, 18048295, 18042367, 18047389, 18032893,
18044759, 18043150, 18032971, 18054640, 18039211, 18051976
18047316, 18033470, 18033838, 18043059, 18048573, 18033231
18033545, 18048835, 18055931, 18034435, 18046315, 18053375
18055374, 18034517, 18036285, 18041368, 18032950, 18031919
18032915, 18045385, 18045018, 18044314, 18037561, 18050333,
18033621, 18035844, 18035420, 18034008, 18055926, 18032601
18036742, 18046904, 18047712, 18049934, 18036335, 18052664,
18043070, 18046332, 18052665, 18034351, 18042520, 18033565,
18041215, 18050790, 18036821, 18034657, 18047826, 18048899,
18043077, 18037739, 18041898, 18040169, 18042135, 18053149
18045394, 18048819, 18034327, 18051674, 18051673, 18048848
18046009, 18033139, 18043706, 18040143, 18052503, 18044277
18033478, 18031803, 18053376, 18038016, 18044579, 18052496,
18041602, 18032770, 18042673, 18031841, 18054420, 18051773
18053087, 18032558, 18048256, 18054575, 18048928, 18052160,
18033175, 18050078, 18046088, 18032199, 18055801, 18043657,
18050903, 18034523, 18050256, 18047842, 18046770, 18052551
18045481, 18044450, 18055612, 18050105, 18041836, 18039072
18041447, 18036001, 18040730, 18036717, 18051516, 18050134,
18045345, 18034331, 18047949, 18043978, 18053798, 18041842
18044271, 18040648, 18043264, 18049341, 18032527, 18042055,
18050368, 18034295, 18036649, 18038321, 18031518, 18037059,
18044498, 18036987, 18033207, 18055522, 18043141, 18046474,
18038527, 18052964, 18050954, 18050157, 18045116, 18032274,
18052500, 18040203, 18043460, 18052623, 18043195, 18050294,
18048227, 18037402, 18049333, 18054207, 18040060, 18053354,
18048159, 18034336, 18035126, 18037442, 18037835, 18044580,
18037118, 18050208, 18041035, 18035184, 18045512, 18056151
18034019, 18036422, 18055486, 18054222, 18036672, 18042735,
18033386, 18045386, 18050948, 18040780, 18036119, 18048579
18049347, 18046948, 18039477, 18032060, 18048324, 18033346
18033168, 18037982, 18044631, 18040199, 18054092, 18043465,
18047722, 18040869, 18053722, 18056050, 18032780, 18042711
18050027, 18032006, 18049291, 18042626, 18038922, 18048572
18048335, 18049430, 18041156, 18038672, 18052557, 18034332,
18054902, 18054887, 18041841, 18046805, 18036843, 18033472
18052370, 18045677, 18032180, 18046804, 18049312, 18035820
18036428, 18041502, 18055495, 18047373, 18036841, 18038211
18040299, 18044345, 18031421, 18055363, 18034521, 18044581
18033119, 18031560, 18050257, 18044229, 18052250, 18055038,
18043835, 18042860, 18038877, 18044885, 18046831, 18042027
18033600, 18033198, 18047365, 18050369, 18054847, 18039720
18038879, 18051178, 18047935, 18045884, 18051735, 18050608,
18055711, 18040036, 18041060, 18042808, 18049607, 18040753,
18049577, 18041637, 18038199, 18036865, 18052547, 18049606,
18048226, 18032097, 18031642, 18046505, 18054033, 18052825
18042247, 18053615, 18051652, 18048463, 18052269, 18044795
18031742, 18037603, 18032287, 18043396, 18046298, 18054889,

191




18045612, 18031315, 18055806, 18032415, 18052497, 18046154,

18043574, 18038076, 18034203, 18051745

Flavonoid
biosynthesis

18053379, 18052870, 18053380, 18053378
18053693, 18035420, 18034008, 18034351
18053376, 18041836, 18041447, 18053702
18048579, 18033472, 18038211, 18044391
18032097, 18040550, 18041651, 18042220
18032287, 18055806, 18038076, 18040739
18033528, 18042895, 18047966, 18036490
18038426, 18049529, 18047485, 18040529
18033130, 18041933, 18034507, 18041446
18053057, 18054378, 18037475, 18048923
18037512, 18040645, 18047490, 18050323
18037805, 18049344, 18032578

18033231, 18053375,
18041215, 18033139,
18053694, 18049333,
18042808, 18041637,
18044359, 18041638,
18042221, 18049715,
18043023, 18043319,
18036870, 18035451,
18053348, 18036840,
18035960, 18047480,
18047488, 18051925,

Stilbenoid,
diarylheptanoid and
gingerol biosynthesis

18045385, 18034008, 18034351, 18041215
18037442, 18045386, 18035820, 18038211
18034842, 18039960, 18031899, 18031586
18032661, 18051854, 18054620, 18042220
18042221, 18036100, 18049715, 18033528
18037047, 18043319, 18038426, 18040529
18035451, 18051743, 18041933, 18043035
18048634, 18048923, 18035960, 18044009

18033139, 18041836,
18032881, 18055549,
18041651, 18033522,
18032717, 18040739,
18042895, 18042779,
18036870, 18032212,
18053348, 18053057,
18037512, 18041198,

18040645, 18037897, 18042258, 18037805, 18041945

Fenilpropanoid
biyosentezi

18051174, 18043374, 18032915, 18035844,
18036335, 18034351, 18042520, 18041215
18033139, 18052503, 18053087, 18054575
18043978, 18044271, 18046698, 18050157
18049347, 18037982, 18051123, 18038211
18036865, 18046505, 18054033, 18035689
18044659, 18048787, 18041651, 18041864,
18050006, 18048366, 18041638, 18037660
18046298, 18052497, 18034203, 18040739
18055849, 18051456, 18041090, 18036838
18049715, 18043571, 18033528, 18037076
18037215, 18043319, 18043947, 18038426
18040529, 18036870, 18054600, 18032212
18054497, 18043266, 18041933, 18034437
18033218, 18053348, 18053057, 18054378
18036308, 18032721, 18035960, 18044122
18032828, 18031262, 18037512, 18052371
18056081, 18036033, 18040088, 18035114,
18038758, 18033903, 18045463, 18050365
18053716, 18037780, 18037155, 18049344

18035420, 18034008,
18043077, 18048848,
18041836, 18041447,
18052500, 18035126,
18033119, 18055711,
18046501, 18031784,
18052395, 18042220,
18031267, 18048368,
18035688, 18033532,
18042221, 18045747,
18042895, 18049425,
18041608, 18054754,
18048849, 18035451,
18052333, 18041446,
18044238, 18048923,
18044657, 18033836,
18038722, 18040645,
18037464, 18051070,
18047896, 18037805,
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izoflavonoid
biyosentezi

18032132, 18049333, 18048053, 18035820,
18053393, 18055549, 18034842, 18039960,
18033522, 18032661, 18051854, 18054620,

18032881, 18031383,
18031899, 18031586,
18032717, 18031828,

18033224, 18051743, 18044783, 18055667, 18046030

Triptofan
metabolizmasi

18042367, 18047389, 18037561, 18033621,
18044914, 18044277, 18044579, 18032770,
18045345, 18044580, 18036422, 18046374,
18032700, 18048151, 18044273, 18056142,
18037053, 18036030, 18036008, 18052683,

18047712, 18046373,
18048256, 18046088,
18044581, 18043155,
18041363, 18045827,
18047387, 18046366,

18040761, 18049890, 18033112, 18050359, 18048154, 18041945

Flavon ve flavonol
biyosentezi

18053379, 18052870, 18053380, 18053378,
18053375, 18053376, 18048579, 18048053,
18035689, 18046501, 18050006, 18048366,
18033224, 18049232, 18043947, 18032212,
18038758, 18050323, 18046030

18032132, 18033231,
18044391, 18046505,
18048368, 18035688,
18044783, 18055667,

Monoterpenoid
biyosentezi

18047035, 18033168, 18051781, 18051782, 18045956

Karotenoid
biyosentezi

18051976, 18042041, 18052964, 18048159,
18034521, 18054044, 18054054, 18036716,
18054041, 18054046, 18049295, 18034834,
18039952, 18033897, 18035283, 18033641,
18032305, 18049272, 18034599

18043465, 18039758,
18054047, 18038866,
18051922, 18050729,
18037601, 18035870,

Limonen ve pinen
degradasyonu

18045385, 18046088, 18037442, 18045386,
18036100, 18042779, 18037047, 18043035,
18041198, 18037897, 18042258, 18041945

18035820, 18054620,
18048634, 18044009,

Seskiterpenoid ve
triterpenoid

18041303, 18039211, 18033838, 18040730,
18033168, 18055363, 18048226, 18048888,

18042055, 18048227,
18053646, 18051781,

biyosentezi 18043277, 18051782, 18050571, 18032870, 18050625
18051679, 18043060, 18051773, 18043195, 18055495, 18051735,
Fotosentez 18042569, 18050746, 18046547, 18048643, 18054593, 18034913,

18050848, 18051680
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EK 7. Portakal albedo ve kallus drnekleri arasinda tespit edilen yolaklar ile farkl:
seviyelerde ifade edilen genler

Yolak Farkh Seviyelerde ifade Olan Genler

18042245, 18033040, 18036678, 18044502, 18055365,
18042182, 18046254, 18042812, 18052457, 18032203,
18034137, 18052122, 18043889, 18049358, 18049345,
18051991, 18038291, 18046713, 18052466, 18053176
18046882, 18032361, 18048749, 18053380, 18053379,
18037981, 18033347, 18052870, 18038757, 18033838,
18037360, 18042246, 18049363, 18049362, 18050721
18049951, 18043059, 18048798, 18032359, 18055533,
18053177, 18032205, 18033739, 18033947, 18035346
18049361, 18042069, 18055363, 18050152, 18031198,
18053378, 18038586, 18039171, 18036793, 18045260,
18032915, 18049347, 18045315, 18031841, 18037287
18053360, 18042181, 18038330, 18055509, 18045385,
18047456, 18042301, 18043917, 18046299, 18041854,
18047440, 18043771, 18043796, 18036925, 18052460,
18053382, 18036794, 18053801, 18051976, 18038596
18032950, 18054575, 18050151, 18048242, 18045592
18052503, 18033275, 18053381, 18033879, 18035584,
18040111, 18036080, 18043840, 18044452, 18052075,
18052997, 18050706, 18052501, 18045778, 18039477
18047035, 18046341, 18037243, 18035126, 18054207
18045394, 18053047, 18042369, 18042520, 18051788,
Sekonder metabolit | 18050546, 18046298, 18042673, 18048829, 18046700,

biyosentezi 18046315, 18034523, 18052071, 18034459, 18049346,
18055266, 18044432, 18036176, 18038197, 18052462
18041946, 18053328, 18043657, 18036838, 18031839
18044430, 18045561, 18037787, 18044271, 18032527
18034430, 18050571, 18052072, 18039359, 18034756
18037442, 18054210, 18046590, 18043706, 18052500,
18036802, 18043462, 18041861, 18053375, 18053797
18041447, 18053799, 18039140, 18036967, 18046866
18032177, 18048340, 18031840, 18036805, 18037064,
18037191, 18041200, 18035482, 18046576, 18044642
18034674, 18039123, 18037523, 18044431, 18046556
18051852, 18045928, 18036308, 18034658, 18037327
18031467, 18055018, 18038922, 18040531, 18039549,
18053165, 18039720, 18055676, 18044762, 18037660,
18055522, 18042630, 18046009, 18044011, 18056023,
18046088, 18038827, 18041531, 18034657, 18035420,
18046332, 18051945, 18034652, 18045386, 18054598,
18033621, 18038511, 18038860, 18053694, 18042665,
18031746, 18032353, 18053353, 18043571, 18035638,
18032270, 18047949, 18054377, 18055121, 18048357
18039181, 18041945, 18032690, 18049291, 18031375,
18039069, 18048848, 18033472, 18039962, 18031241
18055612, 18032274, 18045562, 18043035, 18054042
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18036649, 18055161, 18052073, 18036914,
18048849, 18042617, 18049696, 18041931
18043998, 18040008, 18042368, 18032436
18040881, 18052498, 18036082, 18035112
18044009, 18052360, 18056050, 18035741
18049500, 18046239, 18034101, 18042438
18033737, 18044013, 18044387, 18047191
18041198, 18038024, 18045777, 18042779
18037740, 18031595, 18055481, 18032887
18035066, 18054901, 18050729, 18053376
18043266, 18036259, 18047923, 18056072
18045694, 18050513, 18034322, 18035484,
18054754, 18053702, 18034982, 18048324,
18051971, 18042075, 18044345, 18040645
18046916, 18053048, 18039028, 18035333
18047806, 18033954, 18032624, 18036289
18040184, 18040665, 18049344, 18039063
18054178, 18045656, 18031181, 18034356
18038162, 18047932, 18037202, 18044556
18042022, 18045345, 18034099, 18033075
18043319, 18035477, 18035159, 18038754,
18035583, 18031560, 18035541, 18045387
18032954, 18037192, 18045677, 18051670
18043267, 18031445, 18044636, 18036672
18040648, 18041836, 18035960, 18034507
18042840, 18037658, 18033119, 18046904,
18042459, 18042808, 18050006, 18038211
18039960, 18054041, 18049733, 18032881
18035688, 18049577, 18050625, 18033522
18048888, 18049607, 18048366, 18039078
18040761, 18051020, 18033218, 18032717
18053428, 18043279, 18041363, 18043707
18042247, 18043310, 18041090, 18049715
18045727, 18042102, 18041637, 18043280
18037292, 18031828, 18054378, 18036959
18052053, 18053393, 18052469, 18043410
18048923, 18036865, 18046699, 18044645
18039072, 18053646, 18053426, 18036047
18034103, 18035875, 18048226, 18037588
18032097, 18031383, 18045039, 18054054,
18054033, 18052825, 18032661, 18039168
18046698, 18038971, 18038380, 18046364,
18048463, 18048368, 18042293, 18032870
18054044, 18042421, 18038527, 18040475
18043027, 18042032, 18040730, 18046174,
18041877, 18046011, 18043188, 18033168
18041608, 18044393, 18055549, 18055555
18034842, 18043163, 18034351, 18048873
18031209, 18048465, 18040550, 18037048
18037906, 18043514, 18054047, 18052336
18031586, 18037031, 18039745, 18037218
18045086, 18035854, 18037691, 18048266, 18041864,

18044098,
18036717,
18048983,
18035834,
18049083,
18043086
18039660,
18035442,
18040959,
18034358,
18055294,
18050790,
18041776,
18047044,
18034884,
18052374,
18031254,
18044197,
18035589,
18031249,
18044644,
18045463,
18035447,
18048899,
18045302
18046114,
18054046,
18035689,
18041446,
18037752,
18051782,
18055420,
18036100,
18040911,
18047966,
18043258,
18053427,
18052054,
18052826,
18036987,
18052487,
18044657,
18037603,
18037850,
18047244,
18034921,
18045084,
18037494,
18045038,
18043277,
18032372,
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Metabolik yolaklar

18042245,
18047848,
18048834,
18032203,
18051679,
18049345,
18046713,
18037602,
18048749,
18037981
18038757,
18055118,
18045018,
18055533,
18047316,
18042069,
18055217,
18044309,
18032915,
18037287,
18055509,
18041898,
18046437,
18032601
18052901
18046005,
18040658,
18032950,
18054716,
18053381
18044452,
18043967,
18047551
18050900,
18055551
18038615,
18038734,
18051549,
18037309,
18049562,
18043657,
18045561
18032527,
18041631
18055801
18037600,
18050607,
18040143,
18053797,
18039140,
18049341,
18048340,

18047042,
18055184,
18042812,
18034137,
18034517,
18051991,
18050256,
18052966,
18052263,
18052688,
18033838,
18042246,
18048798,
18053177,
18035346,
18055363,
18050152,
18036793,
18049347,
18048583,
18045385,
18034444,
18047440,
18052855,
18033353,
18040170,
18031919,
18054575,
18048242,
18035584,
18031426,
18052501,
18046341,
18054207,
18050546,
18054549,
18052160,
18052623,
18055266,
18052462,
18036838,
18037787,
18048155,
18039359,
18037442,
18043706,
18033175,
18036133,
18041447,
18036967,
18034457,
18042510,

18053823,
18055365,
18040256,
18048346,
18042401,
18036821,
18047702,
18040169,
18053380,
18033347,
18047703,
18041989,
18041368,
18032205,
18047846,
18044435,
18031198,
18041655,
18034249,
18053360,
18047712,
18046299,
18033025,
18055218,
18043150,
18053801,
18033394,
18046170,
18045592,
18040111,
18035010,
18045778,
18046879,
18045394,
18046298,
18052861,
18047842,
18034459,
18044560,
18041946,
18048445,
18052860,
18034430,
18034756,
18054210,
18052598,
18043462,
18041861,
18053799,
18046866,
18032177,
18035312,

18036678
18042182
18032893
18052122
18047698
18040142
18052466
18046882
18045852
18052870
18047389
18044759
18042135
18033739
18050078
18035315
18053378
18045260
18045315
18042181
18047456
18044924,
18044713
18043796
18053382
18051976
18038796
18050151
18052503
18036080
18052997
18039477
18035126
18053047
18042673
18046315
18034523
18037093
18036176
18054194,
18031419
18044271
18050571
18055495
18037118
18052500
18049897
18053375
18047722
18043195
18032929
18031840

18044502
18046254,
18052457,
18043889,
18048043,
18038291,
18053176,
18032361,
18053379,
18047847,
18037360,
18043059,
18032359,
18033947,
18042724,
18052474,
18038586
18055119,
18031841,
18038330,
18042301,
18050244,
18034435,
18036925,
18036794,
18031245,
18038596
18033848,
18033275,
18043840,
18050706,
18044278,
18041628,
18042520,
18048829,
18052634,
18055373,
18049346,
18038197,
18053328,
18039438,
18032723,
18036645,
18052032
18046590,
18036802
18047200,
18035359
18047568,
18041852
18048701,
18036805,
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18037064, 18056047, 18037191, 18035158, 18037744,
18041200, 18035482, 18046576, 18044642, 18034674,
18039123, 18032035, 18050746, 18046556, 18045520,
18055395, 18048680, 18045928, 18036308, 18051773,
18034658, 18037327, 18047365, 18042860, 18038673,
18038922, 18038877, 18040531, 18039549, 18047845,
18038387, 18053165, 18039720, 18055676, 18040399,
18040753, 18031830, 18044762, 18037660, 18041143,
18055522, 18037725, 18049565, 18045615, 18042630,
18033565, 18046009, 18044011, 18056023, 18049430,
18054261, 18040123, 18046088, 18038827, 18041531
18034657, 18036681, 18035420, 18045352, 18038984,
18038940, 18032221, 18036841, 18041679, 18046332
18052152, 18051945, 18037749, 18044485, 18031357
18050608, 18045386, 18045866, 18053519, 18054598,
18051151, 18041775, 18033621, 18049269, 18038511
18054465, 18038860, 18033194, 18031746, 18032353,
18037158, 18053353, 18043571, 18051200, 18035497
18035638, 18032270, 18047949, 18054377, 18044690,
18055586, 18040473, 18055121, 18033272, 18041134,
18048357, 18039181, 18041945, 18040228, 18049291
18031375, 18049193, 18039069, 18049279, 18048848,
18032558, 18033472, 18032894, 18045612, 18039962
18031241, 18055612, 18032274, 18055537, 18045562
18035711, 18043035, 18054042, 18046168, 18036649,
18033478, 18036914, 18044098, 18044075, 18051843,

18048849, 18042617
18051679, 18043967, 18046879, 18035077, 18052634,
18043060, 18044560, 18031419, 18041631, 18055495,
18052598, 18043195, 18050746, 18045520, 18051773,
Fotosentez 18049565, 18040123, 18037749, 18045866, 18049269,
18041845, 18046168, 18033147, 18044399, 18042493,
18036420, 18051897, 18034566, 18050848, 18054593,
18051702, 18050406, 18049304, 18040412, 18052292

18053462, 18055418
18032132, 18032784, 18037064, 18051852, 18032105,
18050842, 18038126, 18055186, 18035834, 18048053,
18039960, 18032881, 18033522, 18032717, 18044555,
izoflavonoid 18031828, 18033224, 18053393, 18031383, 18032661
biyosentezi 18044783, 18055549, 18034842, 18046030, 18031899,
18031586, 18044554, 18051854, 18055666, 18032737
18051743, 18051641, 18031831, 18035820, 18055667

18033577

18037287, 18045385, 18041946, 18037442, 18037064,
18041200, 18044011, 18046088, 18041531, 18045386
Limonen ve pinen 18041945, 18043035, 18044098, 18043998, 18035834,
degradasyonu 18044009, 18043086, 18044013, 18041198, 18042779,
18045694, 18045387, 18036100, 18044393, 18037048,
18036882, 18043085, 18042767, 18037047, 18042343,

18043036, 18043046, 18035820, 18042258, 18045695
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18042182, 18038291, 18053380, 18053379, 18052870,
18032132, 18053378, 18053382, 18053381, 18032784,
18053375, 18039140, 18032177, 18032105, 18050842
18038126, 18055186, 18053376, 18048053, 18050006
Flavon ve flavonol | 18035689, 18035688, 18048366, 18044555, 18040911,
biyosentezi 18033224, 18035875, 18045039, 18044783, 18048368
18044391, 18046030, 18045038, 18044554, 18032212
18045154, 18046501, 18055666, 18032737, 18043947
18033231, 18055667, 18048580, 18050323, 18033577
18038758
18049345, 18053176, 18046882, 18050721, 18049951
18034459, 18041447, 18054377, 18032690, 18049083,
18047923, 18055294, 18046916, 18034884, 18031181
18038754, 18044644, 18035541, 18041446, 18043310,
Diterpenoid 18054378, 18044645, 18052487, 18042293, 18046174,
biyosentezi 18041877, 18043188, 18043163, 18047141, 18039951,
18049179, 18043147, 18031903, 18048787, 18049178,
18034033, 18034961, 18034519, 18038866, 18054683,
18047924, 18053323, 18044495, 18035355, 18041188,
18054374, 18055434, 18047106
18055012, 18053360, 18051976, 18042041, 18039359,
18039758, 18054042, 18049083, 18035066, 18050729,
18056072, 18035159, 18038754, 18033641, 18054046
18054041, 18034103, 18054054, 18054044, 18046011
Karotenoid 18037494, 18054047, 18036716, 18050641, 18035645,
biosynthesis 18039951, 18034834, 18039146, 18051922, 18038866,
18041695, 18049295, 18031578, 18052964, 18033897
18042755, 18034599, 18038441, 18036737, 18038313,
18038755, 18031616, 18034937, 18049272, 18032305,
18053309, 18046078
18044502, 18042812, 18049358, 18053176, 18053380,
18053379, 18033347, 18052870, 18049363, 18049362
18053177, 18033739, 18049361, 18053378, 18036793,
18042181, 18055509, 18041854, 18053382, 18036794,
18053381, 18046700, 18053375, 18041447, 18046866
18031840, 18055676, 18035420, 18034652, 18053694,
18054377, 18033472, 18041931, 18044387, 18053376
18053702, 18040645, 18034884, 18049344, 18043319,
18035583, 18035447, 18041836, 18035960, 18034507
Flavonoid 18042808, 18038211, 18041446, 18049715, 18041637,
biyosentezi 18040911, 18054378, 18047966, 18048923, 18046699,
18035875, 18032097, 18038380, 18046364, 18043027
18044391, 18034351, 18040550, 18037906, 18042352
18051925, 18034881, 18034731, 18041638, 18053057
18043598, 18044359, 18034470, 18033528, 18037507
18037512, 18054583, 18036490, 18034977, 18045106
18041930, 18052259, 18049529, 18047485, 18033231
18042411, 18043023, 18041188, 18055761, 18048580,
18037380, 18050323, 18047106, 18046978, 18040739,

18044100, 18043273, 18053348
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Alfa-linolenik asit
metabolizmasi

18042245, 18037981, 18050569, 18042246, 18038330,
18045592, 18043840, 18053047, 18036802, 18034674,
18046556, 18048357, 18031375, 18034101, 18036259,
18053048, 18039028, 18042022, 18051020, 18052053,
18052054, 18052336, 18052310, 18043839, 18031780,
18046717, 18049300, 18046716, 18047636, 18038848,
18031834, 18038849, 18043081, 18044018

Monoterpenoid
biyosentezi

18047035, 18051782, 18033168, 18051781, 18045957

ABC taslyicilan

18033555, 18041872, 18034439, 18039618, 18038354,
18052594, 18034107, 18047313, 18054882, 18046661
18049805, 18035829, 18054883, 18039484, 18046591
18034929, 18034762, 18035930, 18042477, 18034796
18045900, 18047120, 18043506, 18036425, 18038685,
18031296, 18038312, 18031478, 18041642, 18055584,
18053067, 18039121, 18038059, 18039076, 18053179,
18037160, 18053068, 18038750, 18033086, 18039122
18035967, 18036098, 18038317, 18054974, 18037937
18040406, 18043701, 18039617, 18051066, 18035983,
18055524, 18047578, 18050499, 18042240, 18036075,
18031564

Zeatin biyosentezi

18033290, 18038757, 18037360, 18031300, 18055306
18042369, 18034430, 18035638, 18033954, 18035477
18042102, 18039745, 18032372, 18033346, 18033392
18035314, 18041313, 18044893, 18053901, 18042746

RNA polimeraz

18053823, 18055184, 18048346, 18047702, 18052966
18047703, 18031245, 18047551, 18035126, 18052623,
18036133, 18055395, 18051151, 18040228, 18032894,
18033478, 18051516, 18047450, 18032060, 18054390,
18037052, 18039845, 18048819, 18054696, 18050903,
18054703, 18042563, 18054699, 18044450, 18034346
18054926, 18033198, 18054925, 18054706, 18052308,
18051652, 18054697, 18045512, 18052618, 18040781
18051024, 18053245, 18035429, 18035893, 18032305,
18039461, 18050499

Bitki hormonu
sinyal
transdiiksiyonu

18036821, 18037867, 18047854, 18054772, 18037834,
18042908, 18033692, 18036810, 18031396, 18033717
18035691, 18054144, 18054143, 18054157, 18035690,
18054150, 18050978, 18040658, 18032939, 18037072
18054151, 18045043, 18035582, 18051252, 18033982
18055572, 18032439, 18046752, 18055640, 18055646
18054158, 18036412, 18045471, 18055838, 18049926
18045532, 18036366, 18031816, 18043519, 18051952
18032320, 18049882, 18040766, 18041280, 18047665,
18043925, 18031787, 18039863, 18034253, 18041777
18044568, 18034803, 18032066, 18039631, 18044840,
18044653, 18032270, 18046570, 18039681, 18051770,
18035901, 18035441, 18039069, 18044060, 18035868,
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18039469, 18047689, 18049641, 18040774, 18044846
18046353, 18033058, 18036413, 18040807, 18046599,
18033214, 18034724, 18048976, 18031456, 18040694,
18051172, 18033515, 18033792, 18041259, 18035850,
18035057, 18036868, 18040845, 18049819, 18036872
18035603, 18036750, 18031527, 18051393, 18047823,
18039015, 18035062, 18032913, 18036454, 18036726
18045763, 18032999, 18038652, 18031319, 18034800,
18043514, 18048788, 18055574, 18037691, 18045549,
18033385, 18050340, 18041590, 18049253, 18031668,
18033189, 18049254, 18047048, 18045554, 18041849,
18037581, 18054737, 18040548, 18047507, 18055004,
18045333, 18048162, 18037314, 18048122, 18053390,
18053236, 18037167, 18055059, 18039786, 18054641
18045569, 18055696, 18035349, 18055439, 18047025,
18043542, 18040396, 18044573, 18053441, 18055298,
18054580, 18045530, 18052162, 18032250, 18043024,
18043385, 18045552, 18047543, 18047146, 18041816
18045528, 18044720, 18036305, 18036545, 18042156
18054871, 18034994, 18043475, 18038777, 18047613,
18034429, 18032345, 18046894, 18049391, 18050616
18042595, 18033751, 18052304, 18055510, 18056082
18038684, 18048546, 18049210, 18045523, 18044397
18054163, 18045294, 18054638, 18045550, 18038324,
18039286, 18051150, 18040224, 18054074, 18050000,
18043434, 18048380, 18054654, 18031727, 18047683,
18033660, 18042938, 18038402, 18050899, 18056083,
18047873, 18031274, 18049835
18047389, 18047712, 18040235, 18031426, 18053047
Linoleik asit 18033621, 18031375, 18046264, 18034101, 18048256
metabolizmasi 18047393, 18053048, 18045345, 18050625, 18052683,
18052053, 18052054, 18045343, 18055120, 18047714,
18043839, 18052043, 18043046, 18031834
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EK 8. Altintop albedo ve kallus drnekleri arasinda tespit edilen yolaklar ile farkl:
seviyelerde ifade edilen genler

Yolak Farkli Seviyelerde ifade Olan Genler

18042245, 18043889, 18034137, 18053176, 18033040,
18044502, 18055365, 18049363, 18042246, 18053328,
18049361, 18050721, 18037981, 18032203, 18046254,
18046299, 18049358, 18033739, 18042182, 18049345,
18038291, 18043796, 18036176, 18046882, 18032361,
18048749, 18045778, 18050152, 18046298, 18036678,
18053047, 18049362, 18046713, 18042181, 18045260,
18049951, 18046505, 18053797, 18055533, 18042812,
18048829, 18042368, 18053177, 18037660, 18032205,
18033947, 18055509, 18036838, 18043888, 18041200,
18041651, 18031784, 18032436, 18054042, 18040531,
18046341, 18038586, 18044452, 18040881, 18031840,
18043945, 18038757, 18054683, 18045315, 18052457,
18038330, 18050151, 18036802, 18047456, 18042301,
18031839, 18044659, 18050571, 18036925, 18039140,
18055363, 18052460, 18036794, 18034674, 18054598,
18033275, 18032624, 18036793, 18039359, 18045592,
18044918, 18052997, 18043917, 18042369, 18037360,
18035584, 18046576, 18043571, 18032359, 18036080,
18049347, 18051788, 18041854, 18052395, 18048242,
18047440, 18034756, 18038197, 18052122, 18038596,
18037787, 18039123, 18052466, 18054620, 18032287,
Sekonder metabolit | 18036308, 18049346, 18053799, 18042069, 18031198,

biyosentezi 18034358, 18034459, 18046700, 18044642, 18044432,
18052501, 18042220, 18052462, 18041946, 18042779,
18033879, 18035112, 18048849, 18039549, 18031841,
18042075, 18033347, 18045944, 18055294, 18036805,
18055806, 18050706, 18054210, 18053382, 18049083,
18035482, 18043035, 18039962, 18043840, 18038076,
18046556, 18054754, 18033532, 18039477, 18050546,
18045561, 18041861, 18037327, 18050524, 18050729,
18043319, 18032690, 18038827, 18052071, 18034658,
18036289, 18035126, 18041531, 18042630, 18053048,
18051852, 18036268, 18043266, 18054207, 18044430,
18041945, 18042815, 18034362, 18033838, 18046916,
18044009, 18054575, 18046501, 18034430, 18052497,
18049613, 18037191, 18047923, 18044762, 18034322,
18045928, 18041198, 18044011, 18031746, 18042221,
18037287, 18040111, 18038426, 18044431, 18055121,
18043574, 18043086, 18043771, 18045747, 18036914,
18044371, 18048798, 18038860, 18034507, 18043059,
18036967, 18051456, 18040645, 18042868, 18035442,
18032353, 18052503, 18055676, 18044066, 18035638,
18054377, 18041776, 18049500, 18042438, 18035960,
18036259, 18033756, 18036789, 18053165, 18037442,
18048340, 18040739, 18044387, 18044098, 18042665,
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18034982, 18049232, 18034523, 18034652, 18036720,
18037601, 18039171, 18035451, 18032527, 18047932,
18032887, 18052072, 18044271, 18042673, 18052360,
18048357, 18044122, 18040529, 18049344, 18051920,
18031467, 18056023, 18034884, 18031181, 18037064,
18031375, 18045463, 18052500, 18036082, 18032915,
18039660, 18046114, 18042617, 18039720, 18039181,
18032333, 18045694, 18049696, 18034101, 18043657,
18036840, 18043267, 18045690, 18055481, 18038922,
18053353, 18036267, 18045394, 18031241, 18031595,
18045562, 18037658, 18042895, 18038024, 18031254,
18045385, 18031956, 18046023, 18040008, 18037475,
18047044, 18051971, 18040745, 18034596, 18039663,
18036870, 18031249, 18039952, 18034203, 18050513,
18036211, 18047191, 18035066, 18042022, 18056072,
18041447, 18051945, 18040291, 18041933, 18039082,
18037955, 18051670, 18045777, 18032177, 18049302,
18045250, 18044644, 18056044, 18036721, 18032270,
18038866, 18049369, 18042079, 18043998, 18054901,
18041638, 18035589, 18041964, 18041083, 18047480,
18037523, 18052333, 18047656, 18035333, 18037192,
18042520, 18052980, 18046590, 18051991, 18031724,
18035477, 18038306, 18054178, 18055522, 18045583,
18038162, 18051070, 18039250, 18039063, 18038754,
18048200, 18031223, 18054351, 18044197, 18047806,
18040277, 18039162, 18042840, 18045386, 18044238,
18041337, 18035870, 18039028, 18039077, 18055984,
18034283, 18054605, 18039759, 18045413, 18055161,
18037750, 18039443, 18047033, 18031532, 18048983,
18037202, 18054921, 18043706, 18035834, 18054769,
18038331, 18039362, 18040665, 18033472, 18033471,
18049291, 18033113, 18038903, 18041931, 18036206,
18035741, 18052498, 18045387, 18038254, 18038372,
18035484, 18044636, 18038722, 18042932, 18047003,
18032950, 18034211, 18038211, 18049733, 18049734,
18043707, 18039072, 18037752, 18034351, 18036987,
18046698, 18034921, 18043280, 18037292, 18050625,
18055420, 18043279, 18038971, 18045727, 18041446,
18040730, 18043258, 18037588, 18038527, 18040761,
18043410, 18051020, 18054046, 18035875, 18036047,
18034103, 18041303, 18040911, 18033218, 18035844,
18042293, 18054041, 18050006, 18039078, 18039168,
18043027, 18033168, 18032503, 18035688, 18042102,
18053428, 18034008, 18038380, 18046699, 18052487,
18055442, 18045039, 18051174, 18043310, 18054378,
18032971, 18037850, 18041363, 18042421, 18048923,
18046011, 18044393, 18046364, 18042032, 18051782,
18053087, 18048227, 18049715, 18052054, 18033231,
18037906, 18036100, 18040475, 18041215, 18043514,
18052053, 18053427, 18045038, 18044645, 18045084,
18041090, 18050174, 18037494, 18047966, 18035851,
18044657, 18039960, 18036978, 18045086, 18042094,
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18046174, 18037031, 18037868, 18047244, 18041998,

Metobolik yolaklar

18042245, 18043889, 18034137, 18053176, 18047042,
18040753, 18044502, 18047848, 18055365, 18042246,
18053328, 18042401, 18047703, 18040256, 18037981,
18031245, 18032203, 18048346, 18046254, 18046299,
18033739, 18042182, 18047698, 18049345, 18046170,
18038291, 18043796, 18047702, 18047847, 18036176,
18037602, 18046882, 18032361, 18048749, 18045852,
18052474, 18045778, 18050152, 18046298, 18036678,
18053615, 18053047, 18053823, 18034444, 18055118,
18046713, 18042181, 18045260, 18050746, 18046505,
18053797, 18051549, 18034249, 18055533, 18042812,
18048829, 18049606, 18043653, 18042368, 18053177,
18037660, 18032205, 18033947, 18055509, 18036838,
18043888, 18041200, 18050256, 18045520, 18047846,
18041651, 18031784, 18032436, 18042569, 18044435,
18035315, 18052848, 18054042, 18055217, 18040531,
18046341, 18038586, 18044309, 18044452, 18040881,
18055119, 18031840, 18043945, 18038757, 18043967,
18045315, 18036821, 18052457, 18038330, 18050151,
18036802, 18047456, 18053111, 18042301, 18050244,
18039438, 18044713, 18052855, 18045612, 18052688,
18055218, 18044659, 18040169, 18040170, 18050571,
18036925, 18039140, 18055363, 18036794, 18046005,
18034674, 18054598, 18038796, 18033275, 18034655,
18041775, 18052901, 18032624, 18036793, 18039359,
18048583, 18045592, 18044918, 18034517, 18052997,
18046970, 18037600, 18037360, 18035584, 18046576,
18043571, 18032359, 18036080, 18031426, 18049347,
18045352, 18040228, 18052032, 18035010, 18052395,
18048242, 18047440, 18044278, 18046437, 18034756,
18038197, 18052122, 18038596, 18032893, 18037787,
18039123, 18050078, 18052466, 18040123, 18044924,
18054620, 18038615, 18041989, 18032287, 18036308,
18048680, 18038387, 18049346, 18053799, 180420609,
18033848, 18031198, 18051545, 18034358, 18055373,
18034459, 18056047, 18044642, 18048445, 18042135,
18041679, 18052501, 18052860, 18052634, 18048155,
18042220, 18052462, 18041946, 18042510, 18042779,
18055551, 18044560, 18049897, 18035112, 18047200,
18048849, 18036645, 18039549, 18031841, 18042075,
18033347, 18047845, 18045944, 18036805, 18031419,
18048151, 18046879, 18055806, 18050706, 18054210,
18054071, 18035158, 18053382, 18049083, 18035482,
18043035, 18039962, 18052861, 18041631, 18055395,
18043840, 18055586, 18054549, 18038076, 18046556,
18054754, 18033532, 18046547, 18039477, 18050546,
18045561, 18041861, 18037327, 18050524, 18050729,
18035359, 18043319, 18052598, 18037093, 18033394,
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18050607, 18049190, 18038827, 18049562, 18034658,
18040769, 18035126, 18041531, 18042630, 18053048,
18054542, 18054194, 18034927, 18043266, 18054207,
18047568, 18045018, 18041945, 18042815, 18033838,
18046916, 18044009, 18040399, 18054575, 18044690,
18046501, 18034430, 18052497, 18053519, 18032723,
18049613, 18049220, 18053263, 18037191, 18037749,
18044273, 18044762, 18034322, 18045928, 18041898,
18050900, 18034986, 18041198, 18031357, 18044011,
18031746, 18042221, 18037287, 18049189, 18040473,
18040111, 18038426, 18055121, 18052623, 18048701,
18037725, 18043574, 18043086, 18041655, 18045747,
18033025, 18055495, 18041368, 18038940, 18036914,
18049565, 18044371, 18032035, 18048798, 18038860,
18034507, 18054889, 18043059, 18041852, 18036967,
18040645, 18042868, 18035442, 18032353, 18052503,
18036681, 18055676, 18035638, 18054377, 18053261,
18035419, 18038673, 18038597, 18041176, 18041776,
18048333, 18049269, 18049500, 18034457, 18041134,
18041697, 18042438, 18044485, 18035960, 18036259,
18039976, 18033756, 18046264, 18036789, 18053165,
18035711, 18050848, 18037442, 18032221, 18048340,

18053176, 18044502, 18049363, 18049361, 18049358,
18033739, 18049362, 18042181, 18042812, 18053177,
18055509, 18041651, 18031840, 18036794, 18036793,
18041854, 18032287, 18046700, 18042220, 18033347,
18055806, 18053382, 18038076, 18043319, 18042221,
18038426, 18034507, 18040645, 18055676, 18054377,
18035960, 18040739, 18044387, 18034652, 18035451,
18040529, 18049344, 18034884, 18036840, 18042895,
18037475, 18036870, 18041447, 18041933, 18041638,
18047480, 18039162, 18039759, 18033472, 18041931,

Flavonoid 18038211, 18034351, 18041446, 18035875, 18040911,
bioyosentezi 18043027, 18034008, 18044391, 18038380, 18046699,
18054378, 18048923, 18046364, 18049715, 18033231,
18037906, 18041215, 18047966, 18042094, 18041998,
18033139, 18042352, 18034731, 18041428, 18051925,
18034977, 18052259, 18034881, 18043598, 18053693,
18054583, 18048579, 18034470, 18041930, 18042411,
18045106, 18036466, 18037507, 18041188, 18048580,
18053057, 18053379, 18049333, 18035420, 18052870,
18035124, 18033292, 18037512, 18043273, 18053375,
18055761, 18041836, 18053376, 18041932, 18037380,
18041639, 18045744

18050746, 18035077, 18045520, 18042569, 18043967,
18040123, 18052634, 18033147, 18044560, 18031419,
18046879, 18041631, 18042493, 18046547, 18052598,
18037749, 18055495, 18049565, 18049269, 18050848,
18054593, 18041845, 18045866, 18036420, 18043195,
18044399, 18043060, 18034566, 18046168, 18051679,
18054197, 18037401, 18051897, 18051702, 18050406,
18049304

Fotosentez
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Alfa-linolenik asit
metabolizmasi

18042245, 18042246,
18036802, 18034674,
18046556, 18053048,
18034101, 18042022,
18052054, 18052053,
18052336, 18038849,

18037981,
18045592,
18036259,
18039028,
18056133,
18046716,

18053047,
18050569,
18048357,
18038331,
18052310,
18046717,

18047636, 18038848, 18031834, 18043839

18038330,
18043840,
18031375,
18051020,
18031780,
18049300,

Monoterpenoid
bioyosentezi

18033168, 18051782, 18047034, 18045957, 18047035

18042182, 18038291, 18046505, 18043945, 18039140,
18053382, 18046501, 18032784, 18032105, 18032408
18049232, 18055186, 18032132, 18050842, 18032177
Flavone and flavono| | 18038126, 18044555, 18035875, 18040911, 18050006,
bioyosentor 18035688, 18044391, 18045039, 18033231, 18045038,
18033224, 18044783, 18044554, 18048366, 18046030,
18055666, 18048368, 18032212, 18032737, 18048579
18048580, 18053379, 18052870, 18035124, 18053375
18053376, 18045744
18035315, 18038197, 18038596, 18038387, 18055373,
18036645, 18037093, 18047580, 18040399, 18041898
18034986, 18038940, 18032035, 18044387, 18056073,
18051843, 18042860, 18050513, 18040789, 18046590,
18055984, 18037811, 18039112, 18033121, 18031271,
Galaktoz 18044188, 18050124, 18049954, 18040981, 18050892
metabolizmas | 18040199, 18035854, 18047684, 18052664, 18048835
18033032, 18052665, 18052940, 18031328, 18034941,
18055225, 18055374, 18035909, 18031180, 18054860,
18046973, 18031179, 18052809, 18052552, 18055034,
18038738, 18032875, 18049584, 18033373, 18039940,
18042074, 18034191, 18051695, 18036428, 18037161,
18044184, 18035117
18041200, 18054620, 18041946, 18042779, 18043035
18041531, 18041945, 18044009, 18041198, 18044011,
Limonen and pinen | 18037287, 18043086, 18042868, 18037442, 18044098
degradasyonu | 18037064, 18045694, 18045385, 18043998, 18045386
18035834, 18045387, 18044393, 18036100, 18042767
18035820, 18043036, 18042343, 18043046, 18035522,
18046299, 18050152, 18046298, 18046505, 18039140,
Akridon alkaloid | 18046501, 18049232, 18037523, 18037588, 18033218
biyosentezi 18050006, 18045039, 18045038, 18048366, 18050156
18048368, 18050154
18055012, 18054042, 18039359, 18049083, 18050729
18033641, 18037601, 18049208, 18039952, 18035066
18056072, 18038866, 18041964, 18038754, 18042041,
Karotenoid 18035870, 18039758, 18054046, 18034103, 18054041,
biyosentezi 18046011, 18037494, 18050641, 18039951, 18052964,
18039146, 18054054, 18041695, 18038755, 18038441,
18031578, 18042755, 18040757, 18036737, 18031616,
18033004, 18038313, 18034937, 18034599, 18043465
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18053309, 18048075, 18039008

18034439, 18033555, 18038354, 18047313, 18035820,
18041872, 18054884, 18039618, 18052594, 18054882,
18038353, 18052595, 18039076, 18049805, 18034762,
18035930, 18042477, 18047120, 18043506, 18031478,
18031296, 18042478, 18041642, 18036425, 18038685,
ABC tasiyicilan | 18034796, 18038312, 18044764, 18037021, 18053067,
18039121, 18053179, 18047578, 18038750, 18055584,
18038059, 18055524, 18037160, 18039617, 18036118,
18052593, 18035967, 18043701, 18040406, 18045054,
18037937, 18053068, 18054974, 18033086, 18039122,
18039138,
18053047, 18040235, 18031426, 18053048, 18046264,
18047712, 18031375, 18034101, 18047389, 18047387,
Linoleik asit 18047393, 18052683, 18050625, 18052054, 18052053,
metabolizmasi 18045343, 18055120, 18047714, 18033545, 18042367,
18044579, 18044580, 18052043, 18033621, 18043046,
18044581, 18044582, 18031834, 18043839
18054620, 18051852, 18032784, 18032105, 18032408,
oflavonoid 18055186, 18037064, 18032132, 18050842, 18038126,
biyosenter 18035834, 18044555, 18033224, 18039960, 18044783,
18044554, 18032717, 18033522, 18046030, 18055666,
18051641, 18032737, 18035820, 18031831, 18049333
18038757, 18055306, 18031300, 18042369, 18037360,
Zeatin biyosentezi | 18034430, 18033290, 18035638, 18035477, 18042102,
18033346, 18032372, 18033392, 18042746, 18040880,
18041313, 18045063
Antosiyanin 18054015, 18047244, 18037893
biyosentezi
18047703, 18031245, 18048346, 18047702, 18053823,
18052848, 18053111, 18040228, 18055395, 18035126,
18052623, 18036133, 18055184, 18033167, 18037052,
18051151, 18047551, 18047450, 18052966, 18039845,
RNA polimeraz | 18054390, 18054696, 18050903, 18044450, 18033198,
18054699, 18054925, 18054926, 18045512, 18052308,
18054697, 18053245, 18052618, 18048819, 18051024,
18054092, 18040781, 18041007, 18050693, 18042027,

18045868
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